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RIASSUNTO 
 
Il sistema citocromo P450 (CYP) è una superfamiglia genica che svolge un ruolo fisiologico 
importante nel metabolismo di sostanze endogene ed esogene, costituita da emoproteine 
appartenenti alla sottoclasse delle ossidasi a funzione mista. Si tratta di enzimi di fase I 
presenti prevalentemente a livello epatico, ma che generalmente si riscontrano anche in molti 
tessuti extraepatici. Nei mammiferi, sebbene il fegato presenti il più alto contenuto di CYP, 
anche il duodeno mostra livelli significativi di CYP giocando un ruolo importante nel 
metabolismo degli xenobiotici assunti per via orale. 
In questo lavoro di tesi è stato scelto il suino come modello sperimentale in quanto è stato 
proposto, negli ultimi anni, come modello animale per studi di farmacologia e tossicologia a 
causa delle sue somiglianze anatomiche e fisiologiche con l‟uomo, soprattutto a livello del 
tratto digerente e dell‟apparato cardiovascolare, oltre che per le potenziali applicazioni 
cliniche. Tuttavia, le conoscenze riguardo gli enzimi metabolici del suino sono scarse, sia a 
livello epatico che a livello extraepatico. 
E‟ noto, da studi precedenti, che la rifampicina (un antibiotico della classe dei macrolidi) è un 
agonista di PXR ed è in grado di indurre fortemente nell'uomo, nel ratto e nel suino 
l‟espressione dei CYP2B, 2C e 3A e di alcuni trasportatori tramite l'attivazione del recettore 
nucleare pregnane X receptor (PXR). La rifaximina, un derivato semisintetico della 
rifampicina, a differenza di quest‟ultima, si ritrova ad alte concentrazioni a livello intestinale e 
minime a livello del circolo sistemico, quando è somministrata per via orale, nell‟uomo. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare la capacità modulatoria della rifaximina nel 
suino a seguito di trattamenti in vivo per via intraperitoneale e per via orale, su una isoforma 
della sottofamiglia 2B (CYP2B22), tre isoforme della sottofamiglia 2C (CYP2C33, CYP2C42 
e CYP2C49) e quattro isoforme della sottofamiglia 3A (CYP3A22, CYP3A29, CYP3A39 e 
CYP3A46) e tre trasportatori P-gp (MDR1), MRP1 e MRP2 noti per essere regolati 
principalmente, nell‟uomo, dall‟attivazione di PXR. 
Dal fegato e dal duodeno di tre suini di controllo, tre suini trattati in vivo con rifaximina 
oralmente e tre suini trattati in vivo con rifaximina per via intraperitoneale è stato estratto e 
retrotrascritto l'RNA totale. Con il relativo cDNA sono stati eseguiti analisi di RT-PCR 
qualitativa e real rime RT-PCR.  
I risultati ottenuti a livello trascrizionale sono stati successivamente confrontati con quelli 
ottenuti dai saggi enzimatici effettuati sulle frazioni microsomiali epatiche ed intestinali. 
Nello specifico abbiamo utilizzato l‟attività 7-metossi-4-trifluorometilcumarina-O-demetilasi 
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(MFCOD) marcatrice di isoforme della sottofamiglia CYP2C, condotto su microsomi di 
fegato e duodeno. Le attività enzimatiche 7-etossi-4-trifluorometilcumarina-O-deetilasi 
(EFCOD) e 9-antraldeide ossidasi (AnOx) marcatrici di isoforme della sottofamiglia CYP2B, 
condotti su microsomi di fegato e duodeno. E infine la benzilossichinolina debenzilasi (BQD) 
e la 6β-idrossilazione del testosterone sia su microsomi di fegato che duodeno, e 
l‟eritromicina demetilasi (ErD) solo sul fegato, per i CYP3A. Infine sono stati eseguiti 
esperimenti di Western Blotting, che hanno permesso di investigare a livello proteico le 
isoforme appartenenti alla sottofamiglia 2B, 2C e 3A. 
A livello epatico, è stato evidenziato un aumento della trascrizione dei soli CYP2C42 e 
CYP2C49, a seguito del trattamento con rifaximina per via orale. Il risultato è stato 
confermato a livello proteico e di attività enzimatica (attività MFCOD). Al contrario, 
inaspettatamente per i CYP3A epatici è stata osservata una diminuzione dell‟espressione e 
delle attività enzimatiche. Per il CYP2B22 epatico in seguito ai trattamenti con rifaximina 
nessuna modulazione è stata evidenziata, come accertato con gli esperimenti di RT-PCR ed i 
saggi di attività enzimatica EFCOD e AnOx. A livello intestinale i trattamenti con rifaximina 
hanno determinato un‟induzione non solo dei CYP2C42 e CYP2C49, ma anche del 
CYP3A46; in parallelo, le attività MFCOD, BQD e testosterone 6β-idrossilasi effettuate con 
microsomi intestinali sono risultate significativamente aumentate. Non è stato, invece, 
riscontrato alcun aumento dell‟espressione del CYP2B22 o dell‟attività AnOx, o con analisi 
di Western Blotting. 
Per quanto riguarda i trasportatori, è stato evidenziato un aumento statisticamente 
significativo dell‟espressione di MDR1 soltanto nei campioni epatici dei suini trattati con 
rifaximina per via intraperitoneale, in accordo con i dati presenti in letteratura per la 
rifampicina, Tuttavia, né MRP1 né MRP2 sono risultati essere modulati dai trattamenti con 
rifaximina, sebbene nell‟uomo siano inducibili da rifampicina. 
In conclusione, gli effetti prodotti dalla rifaximina nel suino differiscono da quelli riportati per 
la rifampicina. La scarsa modulazione ottenuta a seguito del trattamento intraperitoneale 
potrebbe essere dovuta ad un minimo rilascio della rifaximina dalla miscela oleosa in cui è 
stata somministrata agli organi addominali.  Il maggiore effetto induttivo, seppure limitato, 
ottenuto per somministrazione orale è forse dovuto ad un parziale assorbimento della 
rifaximina negli enterociti - dove esercita la sua azione induttiva - ma non nel fegato del suino 
così come avviene nell‟uomo. Inoltre altre ipotesi possono essere avanzate: a) la presenza di 
fattori di regolazione tessuto-specifici, b) la presenza di differenze nella sequenza 
amminoacidica del PXR di suino rispetto a quello umano, che potrebbe influenzare il legame 
dell‟agonista al recettore. 
IX 
 
Ulteriori studi sono necessari per confermare la capacità della rifaximina di agire da attivatore 
del PXR di suino. 
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CAPITOLO 1 
IL SISTEMA CITOCROMO P450 
 
1.1 Proprietà e struttura del citocromo P450 
 
Il sistema monoossigenasico citocromo P450 dipendente (CYP o P450) è costituito da una 
superfamiglia di proteine eme-tiolate, chiamate così perché nella forma ridotta e coniugata 
con il monossido di carbonio presentano un massimo di assorbimento a 450 nm, diversamente 
dalle altre emoproteine. È noto anche come sistema ossidasico a funzione mista (Mixed 
Function Oxidase System, o M.F.O.S.), ed è il complesso enzimatico più versatile esistente in 
natura, catalizzando il metabolismo di una grande variabilità di substrati. Questo sistema è 
coinvolto nel metabolismo di una svariata serie di substrati di natura sia endogena, come acidi 
grassi ed ormoni, che esogena, tra cui ad esempio farmaci, rientrando così a far parte dei 
cosiddetti drug metabolizing enzymes (DME) necessari per la detossificazione ed 
eliminazione di composti esogeni assunti. 
Nei procarioti questi enzimi sono idrosolubili e si trovano liberi nel citosol. Essi partecipano 
alla biosintesi di antibiotici come eritromicina e micinamicina, e catalizzano reazioni chiave 
richieste per la bioremediation (biorisanamento) ambientale mediante la degradazione di 
diversi idrocarburi. 
Negli eucarioti sono associati alla matrice fosfolipidica del reticolo endoplasmatico liscio ed 
alla membrana mitocondriale interna (Fig. 1). 
 
Fig. 1: Trasporto degli elettroni a livello di membrana; a partire da sinistra si osservano 
la NADPH-citocromo P450 reduttasi, il citocromo P450 e il citocromo b5. 
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La presenza dei fosfolipidi favorisce l'interazione tra gli enzimi costituenti il complesso 
citocromo P450 e l'accessibilità del substrato al sistema enzimatico attivo. Nei diversi regni- 
funghi, piante e animali- svolge svariate funzioni. Il citocromo P450 nei funghi è richiesto per 
la sintesi dell‟ergosterolo e per facilitare la patogenesi attraverso la detossificazione delle 
sostanze chimiche liberate dalla pianta ospite. Nelle piante svolge una vasta gamma di 
funzioni, mentre negli artropodi gioca un ruolo chiave nella resistenza metabolica a sostanze 
naturali secrete da piante. Nei mammiferi ha un ruolo centrale nel drug metabolism poiché 
costituisce il maggiore sistema enzimatico di fase I. Inoltre è coinvolto nel metabolismo di 
acidi grassi, ormoni e altre molecole endogene, e nella conversione dei procarcinogeni e 
promutageni in componenti tossici. 
Nel 1958 venne descritto per la prima volta un pigmento di membrana che presentava un 
picco di assorbimento a 450 nm (Fig. 2) dopo riduzione con sodio ditionito e complessazione 
con monossido di carbonio formando un ferrocarbonile (Garfinkle, 1958; Klingenberg, 1958). 
 
Fig. 2: Spettro di assorbimento dell’emoproteina. 
 
 
Il sistema citocromo P450 comprende diversi isoenzimi, appartenenti ad un'unica 
superfamiglia genica e da una reduttasi, necessaria affinché avvenga la reazione 
monossigenasica per il trasferimento degli equivalenti riducenti al sito catalitico dell'enzima. 
La reduttasi coinvolta nel processo di trasferimento utilizza come donatore di elettroni il 
NADPH negli eucarioti e il NADH nei sistemi batterico e mitocondriale. 
A seconda di come gli elettroni vengono trasportati dal donatore al sito catalitico dell'enzima, 
i CYP vengono classificati in quattro diverse classi: 
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 Classe I: sono enzimi che richiedono due enzimi per il trasporto degli elettroni, una 
proteina Fe/S, detta ferredoxina, ed una flavoproteina contenente il FAD (flavina 
adenin dinucleotide) come gruppo prostetico, detta ferredoxina reduttasi. Gli 
equivalenti riducenti vengono trasferiti dal NADH alla ferredoxina reduttasi, che a 
sua volta li trasferisce alla ferredoxina, dalla quale fluiscono al citocromo P450. 
Questi enzimi si trovano nelle cellule procariotiche e nella membrana mitocondriale 
interna delle cellule eucariotiche. 
 Classe II: sono enzimi che necessitano esclusivamente della presenza di una 
flavoproteina contenente sia il FAD che la FMN (flavina mononucleotide) come 
gruppi prostetici, chiamata NADPH-citocromo P450-reduttasi. Le due flavine sono 
legate alla reduttasi per mezzo di un dominio idrofilico carbossiterminale, mentre un 
dominio idrofobico amminoterminale permette alla reduttasi di ancorarsi alla 
membrana e interagire con il citocromo. Sono i più comuni nelle cellule eucariotiche, 
localizzati nella membrana del reticolo endoplasmatico liscio. 
 Classe III: sono enzimi che, a differenza di quelli di classe I e II, non richiedono 
alcun donatore di elettroni né di ossigeno. 
 Classe IV: sono quelli che ricevono elettroni direttamente dal NADH. Questi enzimi 
sono stati trovati esclusivamente nei funghi dove riducono l'NO a N2O. 
 
Occasionalmente alcune isoforme di P450 presentano associato anche il citocromo b5, una 
piccola emoproteina legata alla membrana del reticolo endoplasmatico, e la NADH citocromo 
b5-reduttasi che interagendo sinergicamente aumenta l‟efficienza catalitica. 
 
I citocromi P450 sono stati ritrovati nei maggiori domini di organismi viventi, Bacteria, 
Archea ed Eucarya, e si suppone che il moderno P450 si sia originato da un gene ancestrale 
che esisteva approssimativamente tre miliardi e mezzo di anni fa. Ad oggi sono state 
identificate 2000 sequenze genomiche e sequenze di Cdna, divise in 265 differenti famiglie.  
In particolare il genoma umano comprende 57 differenti CYP 
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Uno studio recente li ha classificati in 
diversi gruppi sulla base del loro coinvolgimento metabolico: quindici isoforme 
metabolizzano gli xenobiotici; quattordici sono coinvolte prevalentemente nel metabolismo 
degli steroli (acidi biliari compresi); quattro isoenzimi ossidano le vitamine liposolubili; nove 
sono coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi e degli eicosanoidi; dei rimanenti quindici 
invece non si conosce la selettività di substrato e la conseguente funzione e vengono indicati 
con il termine di “citocromi orfani” (Guengerich, 2003- 2007). In generale, delle 18 famiglie 
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conosciute nella specie umana, solo le prime 4 (CYP1-4) sono coinvolte nel metabolismo 
degli xenobiotici nonché di alcuni substrati endogeni (ormoni, vitamine, acidi biliari). Gli altri 
CYP invece giocano un ruolo determinante nella biosintesi di particolari substrati endogeni, 
come per esempio nella steroidogenesi. 
Negli animali il sistema citocromo P450 è particolarmente abbondante a livello epatico, dove, 
ad oggi, sono state identificate più di 200 isoforme diverse. È importante notare che 
nonostante facciano parte della stessa unica superfamiglia le diverse isoforme possono 
differire per peso molecolare, funzione, chimica e stereochimica dei prodotti e specificità di 
substrato. 
Le varie isoforme possono avere un‟espressione costitutiva o inducibile da sostanze endogene 
ed esogene. Si distinguono isoforme specie-specifiche, come per esempio la diversa 
suscettibilità nei confronti di vari composti tossici. Infatti, la minore espressione di un 
particolare enzima coinvolto in una determinata via di biotrasformazione, può rendere una 
specie più suscettibile rispetto ad un'altra nei confronti di un certo composto. Esistono anche 
isoforme tessuto-specifiche, isoforme sesso-specifiche, dove influisce il sesso dell‟individuo. 
Uno studio condotto su volontari umani uomini e donne, ha mostrato come il sesso influenzi 
l‟induzione dei citocromi della famiglia 3A in presenza dell‟induttore rifampicina (Gorski et 
al., 2004). Allo stesso tempo esistono isoforme che possono essere up-regolate in condizioni 
fisiologiche o patologiche (ad esempio digiuno o diabete). 
Le varie isoforme possono differire anche per il meccanismo di regolazione che può avvenire 
a diversi livelli: a livello trascrizionale, a livello post-trascrizionale, a livello traduzionale e 
post-traduzionale (ad esempio processi di stabilizzazione dell‟mRNA o della proteina). 
Il meccanismo principale attraverso cui gli xenobiotici possono modulare l‟espressione dei 
citocromi P450 è di tipo trascrizionale ed è mediato dall‟azione dio specifici recettori 
nucleari. Questi appartengono ad un‟ampia famiglia di fattori di trascrizione, la cui 
attivazione può essere diretta (legame con uno specifico ligando) o indiretta (mediante una 
cascata di reazioni enzimatiche che ha come punto finale l‟attivazione del recettore). Questi 
recettori modulano la trascrizione di geni target, interagendo con delle specifiche sequenze 
presenti nel loro promotore (Nakata et al., 2006). 
I diversi recettori nucleari mostrano una notevole somiglianza sia nella struttura sia nel 
meccanismo di azione. In generale, si possono distinguere tre domini funzionali: un dominio 
di legame al ligando o dominio di dimerizzazione; un dominio di legame al DNA o dominio 
di dimerizzazione debole e un dominio di transattivazione. 
Il dominio di legame al ligando si trova nella porzione C-terminale del recettore, ed è 
implicato nel legame con il ligando endogeno o esogeno. A seguito del legame con il ligando 
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si osserva un cambiamento conformazionale del recettore con conseguente cambiamento delle 
sue proprietà biofisiche. Successivamente, molti recettori nucleari richiedono 
l‟eterodimerizzazione con un secondo fattore, come ad esempio il recettore X dei retinoidi 
(RXR). Il dominio di legame al DNA è responsabile del riconoscimento di elementi di 
risposta recettori-specifici, costituiti da sequenze nucleotidiche presenti nel promotore del 
gene target. 
Il dominio di transattivazione consiste tipicamente di un dominio AF-1 ligando-indipendente 
nella porzione N-terminale e un dominio AF-2 ligando-dipendente nella porzione C-
terminale. 
In generale il ligando attiva, direttamente o indirettamente, il recettore nucleare, che dal 
citosol trasloca nel nucleo, dove eterodimerizza con un secondo fattore. Il dimero formato, a 
questo punto, può legarsi a specifiche sequenze „enhancer‟ presenti nella regione non 
codificante 5‟UTR del gene target (Fig.3) (Omiecinski et al., 2011). 
 
 
Fig. 3: Eterodimero PXR- RXR che lega una sequenza enhancer presente nel promotore di un gene target. 
 
Particolarmente significativo è il fatto che, nonostante le differenze nella sequenza 
amminoacidica e nell'attività catalitica derivanti dal processo evolutivo, la struttura 
tridimensionale e l'assetto funzionale dei CYP siano rimasti pressoché inalterati. Studi sulla 
struttura primaria di vari citocromi P450 hanno portato a concludere che questi enzimi sono 
tutti prodotti genici distinti, costituiti da una singola catena polipeptidica contenente una 
componente eminica, di peso molecolare tra 48 e 57 kDa (corrispondente a circa 500 residui 
amminoacidici). 
La catena polipeptidica, nonostante la diversità nella sequenza degli amminoacidi, presenta 
sempre una regione idrofobica di circa 10-15 amminoacidi all'estremità amminoterminale, che 
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è responsabile, negli eucarioti, dell'ancoraggio del citocromo alla membrana. A questa regione 
seguono una breve sequenza cationica ed una serie di proline. La restante parte della catena è 
rivolta verso il citosol e presenta tratti di sequenza idrofobici alternati a tratti idrofilici 
(Backes, 1993; Ryan and Lewin, 1990). 
Analizzando invece la struttura secondaria con specifiche tecniche è stato evidenziato che 
nell'enzima sono presenti tratti amminoacidici ripiegati a formare sia α-eliche che foglietti-β 
(β1-β5). Per quanto riguarda la struttura tridimensionale, sono disponibili immagini ai raggi X 
e modelli computazionali di alcuni citocromi idrosolubili (Fig. 4). Si tratta, per lo più, di CYP 
batterici, poiché negli eucarioti si trovano immersi nella membrana fosfolipidica, risultando, 
quindi, di difficile cristallizzazione. 
 
 
 
Fig. 4: Struttura 3D del citocromo umano CYP 2C9 
ottenuto tramite cristallografia a raggi X (Meunier et al., 2004) 
 
Dallo studio delle proteine cristallizzate, e dalla successiva comparazione con le sequenze dei 
CYP noti, è emerso che la regione maggiormente conservata è quella che circonda l'eme, detta 
“core”. Essa è implicata nel legame con l'ossigeno e nel trasferimento degli equivalenti 
riducenti tra la reduttasi ed il citocromo stesso. Tale regione comprende la sequenza consenso 
che caratterizza i citocromi P450 (Phe-X-X-Gly-XArg- X-Cys-X-Gly), essenziale per il 
legame dell'eme all'apoproteina, ed il motivo Glu-XX-Arg, completamente conservato in tutte 
le isoforme e probabilmente indispensabile per la stabilizzazione del core stesso. 
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Le regioni che presentano la sequenza meno conservata sono invece rappresentate dal sito di 
riconoscimento del substrato e dalla regione amminoterminale. 
In quanto emoproteina, ogni citocromo P450 presenta come gruppo prostetico una 
ferroprotoporfirina IX che si trova a livello del core, inserito in una tasca idrofobica. In seno a 
questa tasca, oltre ad interazioni idrofobiche ed attrazioni coulombiane, si stabilisce un 
legame di coordinazione fra il ferro dell'eme, al centro dell'anello tetrapirrolico, ed una 
cisteina dell'apoproteina (Poulos, 1991), come illustrato nella figura 5. 
 
 
Fig. 5: Gruppo prostetico eme-cisteinato legato alla cisteina 
dell’apoproteina (Meunier et al., 2004). 
 
 
L'atomo di ferro forma inoltre quattro legami planari con gli atomi d'azoto dello stesso anello 
tetrapirrolico. Potendo essere sia esa- che penta-coordinato, esso può stabilire un sesto legame 
labile con un ligando, come ad esempio un atomo di ossigeno di una molecola d'acqua o, nelle 
cellule eucariotiche, con l'ossigeno dell'acido oleico appartenente alla componente lipidica del 
reticolo endoplasmatico. Quando l'atomo di ferro viene ridotto allo stato ferroso (Fe
2+
) si 
stabilisce il sesto legame con l'ossigeno molecolare. 
 
1.2 Il ciclo catalitico del citocromo P450 
In base al substrato ed alla reazione catalizzata, il citocromo P450 può agire come agente 
detossificante, modificando e successivamente espellendo molecole nella forma più 
idrosolubile, o come bioattivatore generando metaboliti reattivi da molecole inerti. 
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Il meccanismo della reazione monossigenasica sembra essere lo stesso per tutte le isoforme di 
P450, da quelle batteriche a quelle di mammifero, e questo si verifica nonostante la grande 
varietà di substrati che l'enzima è in grado di metabolizzare (Porter and Coon, 1991). 
La reazione può essere schematizzata nel seguente modo: 
 
RH + O2+ NAD(P)H + H
+
        ROH + H2O + NAD(P)
+
 
 
Dove con RH si indica il substrato e con ROH il prodotto della reazione monoossigenasica, 
nonché il substrato idrossilato. 
Sebbene la specificità del ciclo catalitico sia stata studiata attraverso studi condotti su 
citocromi P450 batterici solubili, gli aspetti fondamentali sono applicabili anche agli enzimi 
mitocondriali e microsomiali trovati negli eucarioti (Sligar and Murray, 1986). 
 
In maniera sequenziale i 7 passaggi  principale, che avvengono durante la reazione sono i 
seguenti (Fig. 6) 
1. A livello del sito catalitico dell‟enzima si instaura un legame fra il citocromo P450 e il 
substrato RH, dove il CYP risulta nella forma inattiva con lo ione ferro ancora 
ossidato (Fe
3+
). Il ferro è in uno stato di low spin, ossia con un solo elettrone spaiato 
negli orbitali 3d, ed è legato con un legame di coordinazione ad una molecola d'acqua. 
La presenza del substrato determina la rottura del legame tra il ferro e l'acqua, 
provocando la fuoriuscita dell'atomo di ferro dal piano dell'eme. Questo evento causa 
variazioni energetiche negli orbitali molecolari del ferro, che passa dallo stato di low a 
quello di high spin. 
 
2. Il passaggio del ferro allo stato di high spin favorisce il trasferimento di un primo 
elettrone dal NADPH (o NADH) al ferro stesso, che viene ridotto a Fe
2+
. 
 
3. Il ferro ridotto (Fe2+) lega l'ossigeno molecolare a livello del sesto legame di 
coordinazione, lasciato libero dall'acqua. 
 
4. La molecola di ossigeno viene attivata dal trasferimento di un secondo equivalente 
riducente, proveniente sempre dal NADPH o dal NADH. 
 
5. A questo punto si ha la rottura emolitica del legame O-O, con la liberazione di una 
molecola di acqua e la formazione del complesso elettrofilo (FeO
3+
). 
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6. L‟instabilità del complesso favorisce il trasferimento dell‟ossigeno dal complesso 
elettrofilo al substrato (RH), che diventa più polare (ROH) e meno affine per l'enzima. 
 
7. Il prodotto della reazione monossigenasica viene rilasciato dal sito attivo del 
citocromo P450 che torna allo stato iniziale, disponibile per un nuovo ciclo catalitico. 
 
Fig 6: Meccanismo del ciclo catalitico del citocromo P450. Con Fe è indicato l'atomo di ferro dell'eme, 
con RH il substrato e con ROH il prodotto della reazione monossigenasica (Danielson, 2002). 
 
È necessario fare delle precisazioni che riguardano i relativi problemi a cui il citocromo P450 
deve far fonte durante il ciclo. 
Nel secondo passaggio si ha il trasferimento di un elettrone da parte del donatore 
NADPH.Come sappiamo, però, il citocromo P450 è in grado di accettare esclusivamente un 
elettrone mentre il NADPH é in grado di donare due elettroni. Dunque di fondamentale 
importanza risulta la presenza della catena di trasporto microsomiale di elettroni, in grado di 
risolvere tale problema grazie all‟ausilio di trasportatori di elettroni come FAD e FMN , 
opportunatamente presenti nella NADPH-citocromo P450 reduttasi. 
Grazie a  tale strategia, il cofattore NADPH non cederà direttamente gli elettroni al CYP, ma 
li cederà al coenzima FAD che si ridurrà di conseguenza a FADH2. Quest‟ultimo sarà poi in 
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grado di cedere uno alla volta gli elettroni al coenzima adiacente FMN riducendosi così a 
FMNH2, il quale a sua volta sarà in grado di cederli al citocromo P450 separatamente.  
Nel sesto passaggio c‟è il rischio di generare forme reattive dell‟ossigeno (ROS), come 
l'anione superossido (O2
-
) ed il perossido di idrogeno (H2O2), le quali per la loro natura di 
radicali liberi potrebbero causare gravi danni a livello di membrane lipidiche, proteine ed 
acidi nucleici. La stessa cosa può accadere nel caso in cui il ciclo catalitico venga interrotto 
prima del suo completamento. 
 
1.3 Evoluzione del citocromo P450 
 
Il citocromo P450 è stato ritrovato in ogni regno biologico, inclusi gli Archea, e si suppone si 
sia originato da un gene ancestrale che esisteva circa 3,5 miliardi di anni fa, quando 
l‟atmosfera era povera di ossigeno. Proprio in condizioni anerobiche, in assenza di ossigeno, 
si ipotizza che questo citocromo ancestrale avesse funzione di nitroreduttasi o isomerasi 
endoperossidasi (Fig. 7) 
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Fig. 7: Albero filogenetico dei citocromi P450. 
 
Quando nell‟atmosfera si accumulò una quantità di ossigeno molecolare significativa, circa 
2,8 miliardi di anni fa, il citocromo assunse un importanza rilevante, proteggendo le prime 
forme di vita dall‟ossigeno tossico. Questo comportò l‟evoluzione del citocromo P450 in un 
enzima capace di legare e ridurre l'ossigeno a ione superossido e, successivamente, a 
perossido di idrogeno. A supportare questa ipotesi l‟osservazione che la riduzione 
dell‟ossigeno non accoppiato con la riduzione di substrati mediante il citocromo conduce allo 
stress ossidativo (Schlezinger et al., 1999). 
Un miliardo e mezzo di anni fa, la prima espansione del gene ed eventi di duplicazione 
genica, diedero vita ad alcune famiglie del citocromo P450 coinvolte nel metabolismo degli 
acidi grassi endogeni, del colesterolo e dei suoi derivati.  
All‟incirca novecento milioni di anni fa un ulteriore espansione della famiglia genica 
condusse all‟origine di diverse famiglie del citocromo P450 coinvolte nella sintesi degli 
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steroidi endogeni. Solo 400 milioni di anni fa, con la comparsa nel Cambriano dei vertebrati, 
si è verificata un‟esplosione di nuove isoforme. Queste isoforme si sarebbero generate tramite 
processi di conversione genica, duplicazioni, amplificazioni e perdita di geni. E‟ stato 
ipotizzato che a guidare questa espansione siano stati due eventi. In primo luogo l‟arrivo delle 
specie acquatiche sulla terra ferma e l‟introduzione nella loro dieta di sostanze tossiche 
prodotte dalle piante. In secondo luogo, l‟esposizione a prodotti di combustione contenenti 
idrocarburi presenti nell‟atmosfera (Nelson et al., 1987; Gonzalez et al., 1990). Sembra 
dunque che il continuo processo di diversificazione ed espansione sia sostenuto da un 
processo coevolutivo dove il citocromo P450 è reclutato dalle piante per produrre sostanze 
tossiche in grado di demotivare gli erbivori, e dall‟altro lato è richiesto dagli animali per 
acquisire un resistenza metabolica a quelli che sono i metaboliti delle piante con cui vengono 
a contatto. Con la comparsa dei mammiferi, circa 120-130 milioni di anni fa, un ulteriore 
processo di espansione, portò ad un continuo aumento sia della quantità che delle capacita dei 
CYP. In figura 8 è possibile osservare come sia avvenuta l'evoluzione delle varie specie di 
vertebrati. E' da notare che il suino è rimasto immutato, dal punto di vista filogenetico, da più 
di 80 milioni di anni, mentre il topo ed il ratto risalgono a circa 40 milioni di anni fa. L'uomo, 
la specie più recente, risale a circa 10 milioni da anni fa. 
 
Fig. 8: Albero filogenetico della speciazione dei vertebrati. 
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1.4 Ruolo del citocromo P450 
Il sistema monoossigenasico del citocromo P450 ha un ruolo predominante nel metabolismo 
sia di composti esogeni, con azione di bioattivazione o di detossificazione, che endogeni, con 
la formazione di molecole coinvolte in importanti vie fisiologiche, come ad esempio acidi 
grassi, steroidi ed acidi biliari (Ryan and Lewin, 1990). 
Come sappiamo, il nostro organismo è costantemente esposto ad una varietà di composti 
esogeni, definiti xenobiotici, tra i quali si trovano molecole di sintesi come i pesticidi, i 
solventi, gli inquinanti ambientali ed i farmaci e molecole di origine naturale, come ad 
esempio le tossine prodotte da muffe, piante ed animali, i prodotti di pirolisi presenti nei cibi 
cotti e gli alcaloidi. 
Le sostanze idrosolubili vengono eliminate immodificate con le urine e le feci, ma anche 
attraverso la bile, l'apparato respiratorio o tramite il sudore. Le molecole liposolubili, invece, 
vengono assorbite attraverso la pelle, il tratto gastrointestinale e i polmoni, ma prima di essere 
eliminate devono subire opportuni processi di biotrasformazione che consentiranno di 
modificarne la natura, da liposolubili a idrosolubili. Tale processo avviene principalmente nel 
fegato, dove confluisce la maggior parte della circolazione sanguigna derivante dal tratto 
gastrointestinale e dalla milza e dove si trovano espressi ad alti livelli gli enzimi che 
catalizzano tali reazioni. Le reazioni di biotrasformazione degli xenobiotici sono divise in tre 
gruppi: le cosiddette reazioni di fase 1, di fase 2 e di fase 3. 
Le reazioni di fase 1, dette anche di funzionalizzazione, consistono in idrolisi, riduzione o 
ossidazione delle sostanze esogene, ed hanno il compito di introdurre nel substrato un gruppo 
funzionale che ne aumenti l'idrofilicità. Tra gli enzimi di fase 1, il sistema citocromo P450 
svolge un ruolo predominante nella detossificazione di un vasto numero di xenobiotici 
attraverso reazioni di funzionalizzazione come, dealchilazione di eteroatomi (N- , O-, S-), 
epossidazione di un doppio legame, idrossilazione alifatica e aromatica, ossidazione di 
eteroatomi (N-, S-, P-), deidrogenazione, rottura degli esteri e trasferimento di un gruppo 
ossidativo, schematizzati nella sottostante figura 9. 
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Fig. 9: Reazioni catalizzate dal citocromo P450. 
 
Esempi di sostanze metabolizzate sono la nicotina (da parte del CYP1A1), così come i 
procarcinogeni benzene e idrocarburi poliaromatici (Omiecinski et al., 2010). 
Importanti caratteristiche del sistema del citocromo P450 sono il grande numero e l'ampia 
varietà di classi strutturali dei suoi substrati, la diversità delle reazioni catalizzate e, in 
generale, la specificità dei substrati propria di ogni isoforma. 
Molti CYP sono in grado di compiere reazioni di riduzione di composti esogeni, e la capacità 
di compiere tali reazioni può essere chiarita analizzando il ciclo catalitico del citocromo P450. 
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Durante questo ciclo, in condizioni aerobiche, la riduzione dell'atomo di ferro dell'eme 
permette il legame dell'ossigeno; in condizioni anaerobie, però, il ciclo si interrompe, ed è a 
questo punto che il P450 diventa capace di ridurre il substrato. In questo modo il CYP può 
catalizzare reazioni di riduzione quali l'azo- e la nitro-riduzione, e la dealogenazione riduttiva 
in condizioni di bassa tensione di ossigeno. 
Le reazioni di fase 2 sono reazioni di coniugazione, che includono glucuronidazione, 
solfonazione, acetilazione, metilazione e coniugazione con il glutatione o con amminoacidi, 
ed hanno il compito di rendere i composti facilmente eliminabili. I prodotti della fase 2 sono 
tipicamente più idrofilici, e pertanto risultano più facili da espellere. Specifiche famiglie 
enzimatiche sono le UDP-glucuronosiltransferasi (UGTs), le sulfotrasferasi (STs), le N-
acetiltransferasi, le glutatione S-transferasi (GSTs) e diverse metiltransferasi. 
La terza fase di biotrasformazione è stata valutata come tale solo di recente e fa riferimento 
non ad una vera e propria serie di biotrasformazioni, ma piuttosto a trasportatori attivi di 
membrana capaci di trasportare fuori dalla cellula i composti da eliminare (Omiecinski et al., 
2010). Per la prima volta questo termine fu coniato nel 1976 da Juliano e Ling, che scoprirono 
un complesso nella membrana extracellulare di cellule ovariche di criceto, capace di modulare 
la permeabilità alle sostanze. Questo complesso fu chiamato glicoproteina-P, ora riferito ad 
una sottofamiglia di trasportatori contenenti il motivo ATP-binding cassette (ABC). 
Successivamente altre proteine furono scoperte, tra cui i trasportatori MDR e MRP chiamati 
così perché donavano resistenza alle cellule tumorali trattate con chemioterapici, e quindi un 
fenotipo multiple drug resistance,cioè resistenti a diversi farmaci. 
A livello genetico il citocromo P450, presenta una marcata variabilità sia interindividuale che 
interetnica nella capacità di metabolizzare i farmaci. Tale variabilità rende parzialmente conto 
delle differenti risposte (il cui range può variare dalla mancanza di effetti clinici alla 
comparsa di gravi effetti tossici) alla stessa dose di farmaco quotidianamente osservate nella 
pratica clinica (Parkinson, 1996). A determinare tale variabilità concorrono fattori di natura 
diversa: fisiologici (età, sesso), patologici (es. malattie epatiche o renali), ambientali (es. 
interazioni tra farmaci o altri composti chimici) e genetici. 
Si conosce abbastanza sulla variabilità interindividuale nell‟attività degli enzimi responsabili 
del metabolismo di alcuni farmaci: una riduzione geneticamente determinata nella velocità dei 
processi metabolici può provocare l‟accumulo di un farmaco nell‟organismo con un 
aumentato rischio di effetti collaterali, mentre un incremento di tale velocità può condurre ad 
un fallimento terapeutico, causa il mancato raggiungimento di livelli plasmatici efficaci. 
Inoltre durante la biotrasformazione, spesso si formano delle specie reattive dell'ossigeno 
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altamente instabili e capaci di interagire con le macromolecole cellulari, con conseguente 
effetto tossico e cancerogeno. 
E‟ stato osservato che esiste una certa variabilità interindividuale nel contenuto e nell‟attività 
di diversi enzimi del citocromo P450. Tra i molteplici fattori responsabili di tale fenomeno, il 
polimorfismo genetico è sicuramente il più importante. Per polimorfismo genetico si intende 
un carattere monogenico presente nella popolazione in almeno due diversi fenotipi (e 
verosimilmente in almeno due genotipi), di cui il più raro con frequenza di almeno 1-2 %. 
Il polimorfismo genetico relativo agli enzimi metabolizzanti i farmaci determina nella 
popolazione l‟esistenza di almeno due distinti sottogruppi o fenotipi con differente capacità 
metabolica: metabolizzatori lenti (PM) e metabolizzatori rapidi (EM) (Meyer, 1994). 
Ovviamente, la presenza di varianti enzimatiche ad attività ridotta o nulla o, al contrario, ad 
attività molto elevata, ha importanti risvolti clinici e tossicologici. I PM sono esposti al rischio 
di raggiungere elevate concentrazioni plasmatiche di farmaco, e di sviluppare quindi effetti 
collaterali concentrazione-dipendenti. Al contrario i soggetti EM (e ancora più alcuni soggetti 
identificati come metabolizzatori ultra rapidi, UR) rischiano di non beneficiare degli effetti 
terapeutici attesi (Lin et al., 1998). 
La capacità del citocromo P450 di metabolizzare una grande varierà di farmaci, può essere 
influenzata da diversi fattori che agiscono direttamente sull‟enzima oppure che agiscono a 
livello della regolazione genica. Questi processi hanno una rilevanza importante poiché può 
succedere che sostanze diverse possono agire sulla stessa isoforma di P450, provocando 
un‟alterazione dell‟isoforma. Si parla di interazione farmacologica, quando si osserva una 
variazione dell‟attività o dell‟effetto di un farmaco in presenza di un altro farmaco (Badyal et 
al., 2001). Uno dei più comuni meccanismi di interazione tra farmaci si verifica, proprio, 
attraverso un inibizione o un induzione del sistema citocromo P450. La prima eventualità si 
verifica quando due o più farmaci vengono metabolizzati dallo stesso enzima. Si viene in tal 
caso a determinare una competizione di legame per la stesso sito enzimatico con conseguente 
diminuzione del grado di metabolismo del farmaco con minore affinità. L‟induzione è un 
processo regolatorio lento, che può ridurre la concentrazione plasmatica di un farmaco, e di 
conseguenza comprometterne l‟efficacia, in maniera tempo dipendente (Bibi, 2008). 
L‟induzione enzimatica prevede un aumento della trascrizione genica, e quindi della sintesi 
della proteina enzimatica, come risposta adattativa che protegge le cellule da xenobiotici 
tossici aumentandone l‟attività detossificante. 
 
 
 
18 
 
1.5 Nomenclatura del citocromo P450 
 
Al citocromo P450 non è applicabile la classica nomenclatura enzimatica, poiché ogni 
isoenzima può catalizzare più di una reazione. Per le varie isoforme di P450 viene utilizzata, 
quindi, una nomenclatura basata sull'omologia della sequenza amminoacidica. Questo tipo di 
classificazione permette di identificare in maniera univoca un isoenzima, ma non dà alcuna 
informazione sulle proprietà catalitiche; due proteine che appartengono alla stessa famiglia 
possono essere regolate in modo diverso e possedere una differente specificità di substrato. 
La superfamiglia dei P450 è suddivisa in famiglie, sottofamiglie e singole isoforme. Le 
famiglie sono identificate con un primo numero arabo e le sottofamiglie con una lettera 
maiuscola. Le singole isoforme della sottofamiglia, vengono indicate con un secondo numero 
arabo (Fig. 10). All‟interno della stessa famiglia ritroviamo isoforme che mostrano un 
omologia di sequenza maggiore del 40%. Le isoforme con un‟omologia di sequenza maggiore 
del 55% sono classificate nella stessa sottofamiglia e isoforme che presentano un omologia di 
sequenza maggiore del 97% sono considerate varianti alleliche a meno di evidenze contrarie. 
Difatti, si considerano alleli diversi di uno stesso gene le sequenze nucleotidiche che danno 
origine a proteine con sequenza amminoacidica divergente per meno del 3% (Nelson et al., 
1996). 
 
 
Fig. 10: Schema esplicativo della nomenclatura del citocromo P450. 
 
 
 
 
La presenza di questi enzimi è di rilevante importanza per il drug metabolism, di cui i membri 
delle famiglie CYP1, CYP2 e CYP3 sono protagonisti, nonostante sia conosciuta la loro 
partecipazione anche nel metabolismo di alcuni substrati endogeni. La famiglia CYP4 è 
implicata nel metabolismo delle sostanze sia endogene che esogene. Le altre famiglie, 
indicate con un numero superiore a 4, metabolizzano soprattutto molecole endogene. 
Nella sottostante tabella sono rappresentate le diverse famiglie con le rispettive funzioni 
primarie che svolgono all‟interno dell‟organismo (Tabella 1). 
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Tabella 1: rappresentante le diverse famiglie del citocromo P450 e le diverse funzioni che svolgono 
(Danielson, 2002). 
Famiglia Sottofamiglia Coinvolgimento 
metabolico  
 
Specie studiata 
 
CYP1 A, B 
 
Metabolismo farmaci e 
steroidi 
Metabolismo 
contaminanti 
ambientali (idrocarburi 
aromatici 
policiclici, amine 
aromatiche, 
aflatossina B1) 
 
Ratto, coniglio, criceto, 
trota, 
cane, scimmia, uomo, 
bovino 
 
CYP2 A, B, C, D, E, F, 
G, J, R, S, T, U, W  
Metabolismo farmaci e 
steroidi 
 
Topo, ratto, coniglio,cane, 
scimmia, uomo, bovino 
 
CYP3 A Metabolismo farmaci e 
steroidi 
 
Ratto, coniglio, criceto, 
scimmia, 
uomo, bovino 
 
CYP4 A, B, F Metabolismo acido 
arachidonico 
e acidi grassi 
 
Ratto, coniglio, uomo, 
bovino 
 
CYP5 A, B Sintesi trombossani A2 Uomo 
 
CYP7 A, B Biosintesi degli acidi 
biliari 
Ratto, coniglio, uomo, 
bovino 
CYP8 A, B Sintesi prostacicline Uomo 
CYP11 A Biosintesi steroidi Ratto, bovino, suino, uomo 
CYP17 A Biosintesi steroidi Bovino, suino, pollo, uomo 
CYP19 A Biosintesi steroidi Ratto, pollo, uomo 
CYP21 A Biosintesi steroidi Topo, bovino, suino, uomo 
CYP24 A Degradazione vitamina 
D3 
Uomo 
CYP26 A Idrossilazione acido 
retinico 
Uomo 
CYP27 A, B 
 
A: biosintesi acidi biliari 
B: attivazione vitamina 
D3 
 
Uomo 
 
CYP39 A Funzione non 
determinata 
Uomo 
CYP46 A Idrossilazione del 
colesterolo in posizione 
24 
Uomo 
CYP51 A Demetilazione del 
lanosterolo in posizione 
14α 
Uomo 
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 Famiglia CYP1  
La famiglia CYP1 è composta da due sottofamiglie: la CYP1A, che annovera le isoforme 1A1 
e 1A2, ed la CYP1B, il cui unico membro è il CYP1B1. 
I membri della famiglia CYP1A mostrano tra loro un‟omologia di sequenza maggiore del 
70% ma allo stesso tempo presentano un pattern di espressione tissutale differente. 
Il CYP1A1 è espresso principalmente nei tessuti extraepatici, come placenta, linfociti e 
polmone, mentre solo a bassi livelli nel fegato, mentre il CYP1A2 è espresso principalmente 
nel fegato. 
I CYP1A1 e CYP1A2 sono isoforme inducibili, responsabili del metabolismo di numerosi 
xenobiotici, tra cui gli idrocarburi policiclici aromatici (PAH) come il benzo(a)pirene 
(presente nel fumo delle sigarette). Questi citocromi sono in grado di catalizzare la N-
ossidazione dei carcinogeni aromatici e delle amine eterocicliche presenti nel fumo delle 
sigarette e per questo motivo è di particolare interesse capire la relazione che lega l‟eziologia 
del cancro con la regolazione trascrizionale dei CYP. Inoltre sono indotti anche dai flavonoidi 
come il β-naftoflavone (β-NF) (presente nelle piante), e da idrocarburi aromatici polialogenati 
come la diossina (TCDD). 
Alti livelli di CYP1A2 sono correlati con un aumento di rischio di comparsa del cancro al 
colon e, poiché l'espressione di questo isoenzima è fortemente indotta dal fumo di sigaretta, è 
stato possibile tracciare una correlazione diretta tra il fumo e questo tipo di cancro. La 
modulazione del CYP1A1 e del CYP1A2 avviene a seguito dell‟attivazione del recettore 
citoplasmatico AhR. Una volta attivato il recettore nucleare trasloca nel nucleo dove, in 
presenza di Arnt (il trasportatore nucleare del recettore AhR), eterodimerizza. L'eterodimero 
AhR-ARNT si lega, poi, sul DNA a specifiche sequenze presenti nella regione regolatoria a 
monte dei geni. 
Le attività CYP1A1- e CYP1A2-dipendenti possono essere valutate dall‟entità della O-
dealchilazione dell‟etossiresorufina (EROD) e della metossiresorufina (MEROD). 
Il CYP1B1, l'unico costituente della sottofamiglia 1B, è prevalentemente extraepatico ed è 
espresso a bassi livelli nel cervello, nel colon, nel cuore, nei reni e in tanti altri tessuti. Come 
per gli altri membri di questa famiglia anche il CYP1B1 è implicato nel metabolismo dei 
carcinogeni. 
Il CYP1B1 svolge un essenziale ruolo fisiologico, in quanto mutazioni in questo gene sono 
associati con l‟insorgenza di un glaucoma congenito, un disordine autosomico recessivo 
dell'occhio. Nell‟uomo questo enzima catalizza l‟idrossilazione in posizione 4 dell‟estradiolo, 
e come i membri della sottofamiglia CYP1A è in grado di attivare diversi pre-cancerogeni e 
pre-mutageni come PAHs e amine aromatiche (Shimada et al., 1996). 
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 Famiglia CYP2  
Questa è la più grande famiglia dei citocromi P450 nell‟uomo, comprendendo circa un terzo 
delle isoforme umane. E‟ formata da ben 13 sottofamiglie: 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2J, 
2R, 2S, 2T, 2U e 2W, che consistono di 16 isoforme e 13 pseudogeni. I membri di questa 
famiglia giocano un ruolo rilevante del drug metabolism.  
La sottofamiglia CYP2A è espressa ad alti livelli nella mucosa olfattiva dei tessuti fetali, 
suggerendo che quest‟ultima potrebbe essere un importante sito target per la tossicità chimica 
durante lo sviluppo precoce. Tra le più importanti isoforme presenti in questa sottofamiglia 
abbiamo i CYP2A6, CYP2A7 e CYP2A13. 
Solo alcune isoforme della famiglia 2A sono espresse a livello epatico in maniera rilevante: il 
CYP2A6 nell‟uomo, che rappresenta il 4-15% del contenuto totale di CYP, così come le 
isoforme CYP2A1 e CYP2A2 nel ratto, che rappresentano insieme circa il 2% del contenuto 
totale di CYP. Nel ratto, le due isoforme del CYP2A riconoscono come substrati gli steroidi 
endogeni, mentre l‟isoforma CYP2A6 dell‟uomo è prevalentemente coinvolta nel 
metabolismo degli xenobiotici (Haduch et al., 2005). 
La sottofamiglia CYP2B comprende nell‟uomo una sola isoforma, il CYP2B6, espressa a 
livelli inferiori all‟1% nel fegato, mentre nel ratto si ritrovano le isoforme CYP2B1 e 
CYP2B2. Esperimenti condotti con colture di epatociti primari umani hanno mostrato che 
l‟espressione del CYP2B6 è fortemente indotta da una vasta gamma di ligandi del recettore 
nucleare PXR, tra cui la rifampicina e l'iperforina. Analogamente il CYP2B6 è indotto da 
attivatori del recettore nucleare CAR, come ad esempio il fenobarbital. Queste sostanze 
sembrano esercitare il loro effetto attraverso due motivi di legame per il dimero CAR-RXR, 
presenti nell‟elemento di risposta al fenobarbital (PBREM) in una regione del promotore del 
gene codificante per il CYP2B6 (Goodwin et al., 2001; Kliewer et al., 2002). Il CYP2B6 
quindi è regolato da CAR, ma anche da un cross-talk tra CAR e PXR, così come già era noto 
per il CYP3A4 (Guengerich, 2005). 
La sottofamiglia CYP2C è composta nell'uomo da quattro isoforme, CYP2C8, CYP2C9, 
CYP2C18 e CYP2C19, che presentano un‟omologia di sequenza amminoacidica fra loro 
maggiore dell‟80%. Ad esclusione del CYP2C18 che rappresenta un'isoforma trascurabile 
espressa a bassissimi livelli nel fegato, le proteine codificate da questi geni rappresentano 
circa il 20% delle proteine P450 totali presenti nel fegato umano. Il CYP2C9 è il più 
abbondante, seguito dal CYP2C8 e per ultimo dal CYP2C19. L‟induzione a livello 
trascrizionale osservata per i CYP2C8 e CYP2C9 in epatociti umani trattati con diversi 
induttori è mediata dai recettori nucleari PXR e CAR (Pascussi et al., 2000b). Questi enzimi 
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sono responsabili del metabolismo di circa il 20% dei farmaci comunemente somministrati in 
clinica così come di molti composti endogeni, come ad esempio l‟acido arachidonico. 
La sottofamiglia CYP2D presenta una sola isoforma, il CYP2D6, e quattro pseudogeni. Il 
CYP2D6 rappresenta il 2% del contenuto totale del citocromo P450 epatico, ma la proteina è 
stata ritrovata anche in campioni di cervello e duodeno. L'importanza del CYP2D6 è dovuta 
in primo luogo alla conoscenza di un polimorfismo genico che presenta una distribuzione 
bimodale e permette di classificare gli individui in “veloce metabolizzatore” o “lento 
metabolizzatore”. Inoltre, è stata evidenziata un‟associazione tra polimorfismo e suscettibilità 
a numerose disordini. 
Il CYP2E1 è l‟unico membro della sottofamiglia CYP2E. Rappresenta il 7% del contenuto 
totale del citocromo P450 epatico, ma è anche espresso nel polmone e nel cervello. Mostra 
un‟attività catalitica verso molti composti idrofobici  tossicologicamente importanti come 
procarcinogeni, come i PAH e le nitrosamine. E' anche responsabile del metabolismo di vari 
anestetici generali e del paracetamolo, consecutivamente al quale si origina un metabolita 
tossico, l‟N-acetilbenzilimidochinone (Sinclair et al., 1998). Nell‟uomo, un‟elevata 
concentrazione di CYP2E1 si riscontra negli alcolisti, dal momento che questa isoforma può 
essere indotta dall‟etanolo, così come nel ratto. La regolazione dell‟espressione del CYP2E1 è 
molto complessa, in quanto si verifica sia a livello trascrizionale che a livello post-
trascrizionale. Il più importante meccanismo di regolazione coinvolge la stabilizzazione 
dell'mRNA e della proteina, e si esplica dunque con la modalità post-trascrizionale. Induttori 
che agiscono in tale maniera sono acetone, piridina e pirazolo. Alcune condizioni 
fisiopatologiche, quali il diabete o il digiuno, modulano l'espressione del CYP2E1 
rispettivamente stabilizzando l'mRNA o aumentando la trascrizione del gene. 
Il CYP2G1 è noto per essere presente soltanto nell'epitelio olfattivo di varie specie di 
mammiferi, mentre la sottofamiglia 2F è particolarmente espressa nel polmone. 
L‟isoforma CYP2J1 è espressa principalmente nei tessuti extraepatici come il tratto 
gastrointestinale, cuore, rene, polmone e pancreas, ed è coinvolta nel metabolismo dell‟acido 
arachidonico. 
Il citocromo P450 2U1, clonato recentemente nel timo umano, presenta soltanto 5 esoni, a 
differenza di tutti gli altri membri della famiglia 2 che ne hanno 9. Studi metabolici hanno 
dimostrato che il CYP2U1 è capace di biotrasformare acidi grassi saturi e insaturi a catena 
lunga come l'acido arachidonico, ma non quelli a catena corta come l'acido laurico. Questa 
isoforma è prevalentemente espressa nel timo e nel cervello dove, verosimilmente, svolge un 
ruolo importante nel metabolismo endogeno. 
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Il CYP2S1, isoforma recentemente scoperta nel topo e nell'uomo, appare essere l'unico 
componente della sottofamiglia 2S. E' localizzato in un cluster di membri della famiglia 2 sul 
cromosoma 19q umano e, pur appartenendo alla famiglia 2 per l'alta omologia, esibisce 
caratteristiche tipiche della famiglia 1, come ad esempio l'inducibilità da diossina mediata da 
AhR. Inoltre, il pattern di espressione di questa isoforma presenta similitudini con quello del 
CYP1B1. L'espressione relativamente alta osservata nei linfociti e nella milza suggerisce che 
il CYP2S1 possa anche avere un ruolo importante nella risposta immunitaria. Inoltre, è stato 
riscontrato anche in molti tumori di origine epiteliale. Il CYP2S1 metabolizza composti 
endogeni come l'all-trans acido retinoico, ma anche xenobiotici quali la naftalina. 
 
 Famiglia CYP3  
Rappresenta una famiglia di enzimi estremamente importante per il metabolismo di molti 
xenobiotici, ma anche di ormoni steroidei, e consiste di una singola sottofamiglia CYP3A 
all‟interno della quale si distinguono 4 geni funzionali (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e 
CYP3A43) e due pseudogeni. Nell‟uomo costituisce il 30-40% del contenuto di CYP epatico 
e partecipa al metabolismo di più del 50% dei farmaci a medio ed alto peso molecolare 
utilizzati nell‟uomo (You, 2004). Gli isoenzimi di questa famiglia prediligono, quando 
possibile, le ossidazioni in posizioni 
cosiddette “facili”, cioè quando l'energia necessaria per estrarre dal substrato un atomo di 
idrogeno è minore (idrossilazioni in posizione allilica o N-dealchilazioni). 
Ormoni steroidei, antibiotici e vari xenobiotici inclusi i barbiturici, modulano l'espressione dei 
CYP3A a livello trascrizionale tramite il recettore nucleare PXR. Una volta che PXR si è 
legato all'induttore eterodimerizza con RXR e attiva la trascrizione dei CYP3A legandosi a 
sequenze “enhancer” presenti nelle regioni regolatorie di tali geni. Il CYP3A4 può essere 
indotto da glucocorticoidi come il desametasone, macrolidi come la rifampicina, derivati 
imidazolici quali il clotrimazolo e barbiturici come il fenobarbital. Oltre all'induzione mediata 
da PXR i CYP3A sono regolati anche dall'attivazione di CAR attraverso un meccanismo di 
cross-talk. 
Senza dubbio l‟isoforma CYP3A4 è considerata quella più importante nell'uomo, sia perché 
rappresenta l'isoforma maggiormente espressa nel fegato, sia per il ruolo da protagonista che 
svolge nel drug metabolism, essendo in grado di metabolizzare un‟ampia varietà di farmaci. 
Inoltre svolge un ruolo importante anche nel metabolismo dei substrati endogeni steroidei 
come testosterone, progesterone e androstenedione (Danielson, 2000). 
L‟isoforma CYP3A5 invece è comunemente espressa nei tessuti extraepatici, come polmone, 
colon, rene ed esofago. Essa metabolizza svariati substrati comuni all‟isoforma CYP3A4. 
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Il CYP3A7 è l‟isoforma epatica espressa durante lo sviluppo fetale, mentre bassi livelli di 
trascritto sono presenti nei tessuti epatici adulti (Thummel et al., 1998). Tuttavia, l‟isoforma è 
presente anche a livello del duodeno, sia fetale che adulto. 
Il trascritto dell‟isoforma CYP3A43 è stato rilevato in diversi tessuti tra cui il fegato, dove si 
è visto essere indotto dalla rifampicina. Inoltre è abbondantemente espresso nei testicoli e 
nella prostata dove è coinvolto nel metabolismo degli steroidi.  
 
 Famiglia CYP4 
La famiglia 4 comprende 3 sottofamiglie: 4A, 4B e 4F. Per quanto riguarda la sottofamiglia 
4A, nel ratto sono state identificate le isoforme 4A1, 4A2, 4A3 e 4A8, mentre nell'uomo è 
stato trovato soltanto il CYP4A11. 
I CYP appartenenti a questa famiglia partecipano alla ω-idrossilazione delle prostaglandine e 
degli acidi grassi saturi ed insaturi, nonché al metabolismo del colesterolo, e sono espressi 
principalmente nel fegato e nel rene. In particolare, le isoforme della sottofamiglia CYP4A 
metabolizzano acidi grassi a catena lunga e media a livello del carbonio ω e ω-1, e vari 
eicosanoidi. Con l'ossidazione degli acidi grassi in posizione terminale si rende accessibile la 
molecola alla β-ossidazione, favorendo la formazione di prodotti intermedi del metabolismo 
(Powell et al., 1998). E' stato ipotizzato un ruolo chiave di questi enzimi nel signaling 
cellulare che richiede l‟idrossilazione degli acidi grassi. 
Le isoforme della sottofamiglia 4A sono, di solito, inducibili da sostanze definite 
“proliferatori dei perossisomi” (PP) che includono farmaci ipolipidemici della classe dei 
fibrati (ad esempio clofibrati e fenofibrati), agenti plastificanti, esteri dello ftalato e alcuni 
erbicidi a base di acido benzoico, oltre che da alcuni acidi grassi endogeni. Tutte queste 
sostanze attivano il recettore nucleare PPARα (Peroxisome Proliferator Acid Receptor α), che 
eterodimerizza con il recettore RXR e si lega a particolari sequenze sul DNA chiamate PPREs 
(PP Responsive Elements), nel promotore dei geni target (Omiecinski et al., 2011). Nel fegato 
di ratto è stato dimostrato che, oltre ai PP, anche condizioni fisiopatologiche come il diabete o 
il digiuno determinano, tramite l'attivazione di PPARα, un'induzione dei CYP4A e di altri 
geni coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi. 
L‟ isoforma CYP4B1 è presente nel fegato, nella prostata, nel colon e nella placenta ma non 
nel tessuto epatico. La sottofamiglia 4B codifica per enzimi coinvolti nel metabolismo degli 
xenobiotici, nello specifico composti amminoaromatici e furanici. 
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CAPITOLO 2 
IL SUINO COME MODELLO SPERIMENTALE 
 
La scelta del suino come modello sperimentale, in questo lavoro di tesi è dettata dalla forte 
similarità dell‟animale con l‟uomo, nella dieta e nel pattern nutrizionale, cosi come 
nell‟anatomia e nella fisiologia. 
Uno studio recente condotto su colture di cellule epatiche primarie di uomo e suino, fa notare 
come l‟ossidazione di molte sostanze da parte del citocromo P450 avvenga con un andamento 
simile per l‟uomo e per il suino. Questo deriva dall‟alta similitudine tra le diverse isoforme 
del citocromo P450 di suino e uomo, mostranti un‟omologia di sequenza all‟incirca del 65-
75% (Langsch et al., 2010). 
Il genoma del suino, comprende 18 autosomi e 2 cromosomi sessuali (X,Y), ed è simile in 
dimensioni al genoma dell‟uomo, stimato approssimativamente a 2,7 Gb. Il genoma del suino, 
mostra un‟omologia di sequenza con il genoma umano maggiore rispetto al grado di omologia 
tra il genoma dell‟uomo e del ratto, suggerendo che la distanza evolutiva tra suino-uomo è 
minore rispetto alla distanza evolutiva tra uomo-ratto. Attraverso mappe comparative si è 
dimostrato anche che il grado di sintenia tra il genoma umano e il genoma di suino è maggiore 
rispetto al grado di sintenia tra il genoma di uomo e di ratto e il genoma di uomo e di cane. 
Tutte queste osservazioni portano ad asserire che la similarità a livello della sequenza possa in 
qualche modo condurre a un‟omologia dei target molecolari tra suino e uomo e quindi 
rafforzare l‟idea che il suino possa essere utilizzato come modello sperimentale in studi di 
tossicologia e farmacologia (Forster et al., 2010). 
Molti organi e tessuti, tra cui il cuore, la cavità nasale, il fegato, il rene, il cervello, il tratto 
gastrointestinale e l‟apparato riproduttivo, mostrano analogie con l‟uomo e vantaggi 
comparati con altri animali modello (Bode et al, 2010). 
Nello specifico il suino come l‟uomo ha un sistema digerente classificato come monogastrico 
o nonruminante; è suddiviso in cinque parti: la bocca, l‟esofago, lo stomaco, l‟intestino tenue 
(piccolo intestino) e l‟intestino crasso (grande intestino) (Rowan et al., 2011). 
Negli ultimi anni il suino è stato indicato come la migliore specie animale nelle applicazioni 
cliniche, sia per l‟uso del fegato, che degli epatociti da esso isolati per la costruzione di 
bioreattori per la circolazione extracorporea di pazienti terminali in attesa di un trapianto 
epatico (Donato, et al., 1999). 
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Il suino è stato riconosciuto come modello per diverse patologie umane, come le patologie 
cardiovascolari (aterosclerosi e infarti del miocardio), i disordini metabolici e i disordini 
neurali. 
Un campo di applicazione sono gli xenotrapianti, ossia i trapianti di fegato di suino in pazienti 
con disordine epatico. Infatti, l‟alta similarità con il cuore e il fegato umano, fa del suino il 
migliore candidato per gli xenotrapianti negli uomini, eliminando il problema del rigetto. 
Inoltre il suino potrebbe essere introdotto come animale modello per la valutazione della 
sicurezza dei prodotti farmaceutici e chimici, considerando che i CYP3A di suino e di minipig 
mostrano un‟omologia di sequenza circa del 60% con il CYP3A4 umano (di cui 12 di 20 
amminoacidi identici) e i CYP2A, 2C e 3A di fegato, di suino e minipig presentano la 
sequenza N-terminale molto simile agli enzimi umani (Anzebacher et al., 1998; Soucek et al., 
2001). 
Oltre ai suini, di particolare importanza sono i minipig usati per le ridotte dimensioni e per la 
facilità di manipolazione, oltre che per la bassa concentrazione di substrato necessaria 
(Skaanild, 2006). 
Un vantaggio pratico dell‟utilizzo del suino come modello animale è che, essendo un animale 
di elevate dimensioni, permette di ricavare quantità di tessuto nettamente maggiori rispetto a 
quelle ricavabili da altri animali modello più comuni (topi, ratti, conigli, cavie), aumentando 
notevolmente il numero di esperimenti eseguibili su ogni singolo animale. 
Infine, essendo il suino un animale da allevamento utilizzato per la nutrizione umana 
comporta minor problematiche etiche rispetto ad altri animali di grandi dimensioni come la 
scimmia, il cane e il gatto. 
Nonostante questo, il suino è ancora scarsamente studiato da un punto di vista metabolico e le 
conoscenze in letteratura riguardo a questo argomento sono limitate, a confronto con le 
conoscenze che si hanno sul metabolismo dei roditori e dell‟uomo. Solo nell‟ultimo ventennio 
c‟è stato un maggiore interessamento nello studio delle diverse funzioni metaboliche, del 
pattern metabolico e quindi degli enzimi coinvolti in questi pattern. 
Una difficoltà è dettata dalla significativa differenza che esiste tra le diverse razze di suino. 
Molte delle razze utilizzate negli studi metabolici hanno fornito dati delle volte ambigui. 
Significative differenze sono state evidenziate per esempio a livello dell‟espressione, 
specificità di substrato e profilo del drug metabolism (Puccinelli et al., 2011). 
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CAPITOLO 3 
IL CITOCROMO P450 NEL SUINO 
 
Sebbene il suino sia stato proposto come un modello sperimentale per studi di tossicologia e 
farmacologia, la conoscenza sul pattern metabolico del suddetto animale è scarsa. Infatti, 
pochi CYP del suino sono stati clonati ed espressi in sistemi ricombinanti per caratterizzarne 
la funzione enzimatica. Sappiamo piuttosto poco sia sulla regolazione genica che sugli 
elementi di risposta presenti a livello del promotore dei geni. 
Nella tabella 2 sono elencate tutte le singole isoforme che si conoscono sul suino con i 
rispettivi codici d‟accesso. 
 
Tabella 2: Elenco e codice di accesso dei CYP sequenziati almeno parzialmente nel suino (aggiornato al 
1/12/2009,* sequenze ottenute da minipig). 
 
CYP Codice di accesso CYP Codice di accesso 
CYP1A1 NM_214412 CYP4F52 EF625356 
CYP1A2 NM_001159614 CYP4F55 NM_001244636 
CYP2A19 NM_214417 CYP4V2 XM_003359482 
CYP2B22 NM_214413 CYP7A1 NM_001005352 
CYP2C32 U35733 CYP7B1 XM_003481395 
CYP2C33 NM_214414 CYP8A1 EF625349 
CYP2C34 U35840 CYP8B1 NM_214426 
CYP2C35 U35844 CYP11A1 NM_214427 
CYP2C36 U35845 CYP11B D38590 
CYP2C42 Z93098 CYP17A1 NM_214428 
CYP2C49 NM_214420 CYP19A1 NM_214429 
CYP2D21 D89502 CYP19A2 NM_214430 
CYP2D25 NM_214394 CYP19A3 NM_214431 
CYP2E1 NM_214421 CYP20A1 EF625350 
CYP2R1 XM_003122962.2 CYP21A1 NM_214433 
CYP3A22 AB006010 CYP24A1 NM_214075 
CYP3A29 NM_214423 CYP26A1 EF625351 
CYP3A39 NM_214422 CYP26B1 XM_003125033 
CYP3A46 AB052266 CYP27A1 NM_001243304 
CYP4A21 NM_214425 CYP27B1 NM_213995 
CYP4A24 NM_214424 CYP39A1 EF625353 
CYP4F2 XM_003123433 CYP51A1 NM_214432 
 
 
Dai dati presenti in letteratura, sembra emergere una conoscenza maggiore sugli enzimi 
presenti a livello epatico. Infatti, i principali enzimi coinvolti nel metabolismo degli 
xenobiotici sono presenti in quantità ed espressività paragonabili a quelle dell‟uomo (Chirulli 
et al., 2007). Il contenuto totale di citocromo P450 nel fegato di suino è stimato a circa 0,57, 
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0,22 e 0,46 nmol/mg proteine per tre differenti suini. Questa situazione è del tutto analoga a 
quella riscontrata nell'uomo; infatti, nei Caucasici, il contenuto totale medio di P450 è 0,43 
nmol/mg proteine, mentre nei Giapponesi è 0,26 nmol/mg proteine (Skaanild, 2006).  
Diversamente accade nel tratto gastrointestinale dove, nonostante l‟importanza ricoperta dal 
primo passaggio del metabolismo degli xenobiotici, quello che si sa sugli enzimi è davvero 
poco.  
Da esperimenti di real time PCR, condotti su nove suini (Landrace x Large White) è emerso 
che nell‟intestino l‟espressione delle quattro isoforme CYP3A29, CYPA39, CYPA46 e 
CYP3A22 mostra una graduale tendenza a decrescere lungo l‟intestino, dal duodeno all‟ileo. 
Bisogna inoltre ricordare che l‟espressione di queste isoforme nell‟intestino è minore rispetto 
all‟espressione delle stesse nel fegato, indicativo del fatto che l‟espressione di questi enzimi 
tessuto dipendente (Yao et al., 2011). 
La sottofamiglia CYP1A, nei mammiferi, include due isoforme CYP1A1 e CYP1A2 
coinvolte principalmente nella bioattivazione di diversi cancerogeni, come idrocarburi 
policiclici aromatici e micotossine, ma anche coinvolti nel metabolismo di vari farmaci 
presenti sul mercato (Messina et al., 2009). 
Nel suino queste due isoforme sono presenti a livello del fegato, rene, cuore e del polmone di 
suini domestici Landrace x Large White a differenti livelli di espressione. In particolare il 
CYP1A1 è espresso anche a livello intestinale, sebbene con un basso livello. Studi condotti su 
minipig trattati con contaminanti presenti nel terreno, hanno dimostrato, infatti, che la 
suddetta isoforma è molto indotta a seguito del trattamento (Roos et al., 2002). 
La sottofamiglia CYP1B nei mammiferi comprende, fino ad ora, una sola isoforma: il 
CYP1B1. Questo enzima è spesso ritrovato a livello di tessuti tumorali e si sospetta giochi un 
ruolo fondamentale nell‟oncogenesi e nello sviluppo di resistenza ai farmaci. Inoltre, 
diversamente dalle molte altre isoforme del citocromo P450, il CYP1B1 è prevalentemente 
extra-epatico. 
Nel suino questa isoforma non è ancora del tutto caratterizzata. Tuttavia, alcuni esperimenti 
confermano la presenza costitutiva di CYP1B1 in diversi tessuti suini come fegato, rene, 
intestino, mucosa nasale, polmone, cuore, coronarie, ghiandola surrenale e milza (Puccinelli 
et al., 2011). 
Ad oggi l‟unico membro della sottofamiglia CYP2A identificato e clonato nel suino è 
l‟isoforma CYP2A19 che mostra un omologia di sequenza del 87,5% con l‟ortologo umano 
CYP2A6 (Kojima et al., 2004). Tale isoforma è stata riscontrata nel fegato e in minor misura 
nel rene, ma non è stato ritrovata nell‟intestino così come in altri organi di suino (Puccinelli et 
al., 2011). 
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Per quanto riguarda la sottofamiglia CYP2B nel suino, è stato riportato che il CYP2B22 
rappresenta l'unica isoforma e mostra una forte similarità con il CYP2B6 umano. La presenza 
costitutiva del CYP2B22 è stata accertata nel fegato, nel rene, nel polmone, nei bronchi, nella 
trachea, nella mucosa nasale respiratoria e olfattiva e nell‟intestino (Nannelli et al., 2008-
2009; Puccinelli et al., 2010). 
La sottofamiglia CYP2C è identificata come la più divergente tra le specie e rappresenta 
anche una delle sottofamiglie più grandi e complicate. Dato che nel nostro studio prendiamo 
in esame isoforme di tale sottofamiglia si rimanda al prossimo capitolo, dove tali isoforme 
saranno descritte dettagliatamente in maniera comparativa nel ratto, nell‟uomo e nel suino. 
La sottofamiglia CYP2D è costituita dalla sola isoforma CYP2D6, estremamente importante 
per il metabolismo degli xenobiotici, essendo responsabile del metabolismo di circa il 15% di 
tutti i farmaci. 
Nel suino esistono solo due isoforme, il CYP2D25 e CYP2D21 avente un‟omologia di 
sequenza del 97,8% con CYP2D25. Il CYP2D25 ha un‟omologia  di sequenza dell'80% con 
CYP2D6 nell'uomo, 
Esperimenti di Northerh blot hanno mostrato che l‟mRNA di CYP2D25 è presente nel fegato 
di suino e in minor misura nel rene. Mentre esperimenti di RT-PCR, hanno rilevato la 
presenza di CYP2D25 anche nella ghiandola surrenale, cervello, cuore, intestino, timo, milza, 
polmone e nella muscolatura (Hosseinpour et al., 2000). 
Il CYP2E1 rappresenta l'unica isoforma, della sottofamiglia 2E, rilevata nel suino fino ad ora 
e risulta essere uno degli enzimi P450 più conservati in base alla sua struttura primaria, 
mantenuta per l'80%, fra le varie specie di mammifero (Guengerich et al., 1997). 
Baranova et al. (2005) hanno isolato il CYP2E1 nel fegato di minipig. Tuttavia l‟attività 
marker di tale citocromo è stata individuata anche in tessuti extraepatici di minipig come, 
rene, polmone, intestino e, cervello e leucociti ad alti livelli . 
La sottofamiglia CYP3A è una delle più studiate nell‟uomo, e per questo è rilevante 
caratterizzarla nel suino. Nel prossimo capitolo questa sottofamiglia e le diverse isoforme 
saranno trattate più nello specifico e in maniera comparativa nel ratto, nell‟uomo e nel suino. 
La sottofamiglia CYP4A è stata identificata in diverse specie incluso l'uomo, i roditori, le 
scimmie e i cani. Gli enzimi di questa sottofamiglia hanno un ruolo chiave nella biosintesi 
degli acidi biliari e nel metabolismo degli acidi grassi. Nel suino sono state ridentificate le 
seguenti isoforme: CYP4A21, 4A24, 4A25. Non è comunque ancora chiaro se il CYP4A25 
rappresenti una reale isoforma o una variante del CYP4A24. L‟espressione di queste isoforme 
non è presente a livello dell‟intestino (Puccinelli et al, 2011). 
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CAPITOLO 4 
ISOFORME DELLA SOTTOFAMIGLIA 2C E DELLA SOTTOFAMIGLIA 3A 
NEL RATTO, NELL’UOMO E NEL SUINO 
 
4.1 La sottofamiglia 2C 
 
La sottofamiglia 2C raggruppa circa 40 diverse isoforme di P450 identificate in varie specie 
animali tra cui ratto, coniglio, topo, scimmia, capra, cane, suino e uomo. Nell‟uomo la 
sottofamiglia 2C è una delle più importanti, essendo responsabile del metabolismo di una 
serie di substrati endogeni e di circa il 20% dei farmaci prescritti in clinica. La loro 
espressione è prevalentemente epatica. Gli enzimi P450 appartenenti a questa sottofamiglia 
sono responsabili del metabolismo di un'ampia varietà di composti tra cui S-mefenitoina, 
tolbutamide, warfarin, antiinfiammatori non steroidei. La rifampicina, un antibiotico induttore 
classico dei CYP3A, costituisce uno dei principali induttori di queste isoforme. 
 
4.1.1    I citocromi P450 2C nel ratto 
La sottofamiglia 2C costituisce da sola circa l'80% del contenuto totale di citocromo P450 
epatico di ratto. Essa comprende almeno 8 diverse isoforme (CYP2C6, CYP2C7, CYP2C11, 
CYP2C12, CYP2C13, CYP2C22, CYP2C23 e CYP2C24) che sono prevalentemente 
coinvolte nel metabolismo endogeno di steroidi, retinoidi e acido arachidonico, ma sono in 
grado di metabolizzare anche moltissimi xenobiotici. 
La regolazione di questi citocromi P450 avviene prevalentemente a livello trascrizionale, ma 
poche informazioni sono disponibili sugli elementi regolatori importanti per la trascrizione, 
sia basale che indotta da ormoni o altri fattori regolanti l'espressione di questi geni. I 
CYP2C7, CYP2C11, CYP2C12 e CYP2C13 sono regolati dall'ormone della crescita (GH) a 
livello trascrizionale, ma i rispettivi elementi regolatori non sono ancora stati identificati. 
Inoltre, studi hanno dimostrato che HNF-4 non è uno dei principali trans-attivatori per 
nessuna di queste isoforme. Una caratteristica dei citocromi P450 di ratto è l‟espressione 
sesso-specifica. Il CYP2C12 è un isoenzima specificatamente femminile, mentre i CYP2C11 
e CYP2C13 sono espressi soltanto in ratti maschi. Altri, come i CYP2C6 e CYP2C7, sono 
citocromi P450 prevalentemente femminili, ma sono presenti, a livelli più bassi, anche nei 
maschi.  
Recenti esperimenti di immunoblotting su campioni di intestino di ratto, sia maschio che 
femmina, hanno evidenziato la presenza, a livelli relativamente bassi, del CYP2C6 in questo 
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tessuto, sebbene con ampie variazioni interindividuali (Mitschke et al., 2008). Il CYP2C6 di 
ratto ha molte caratteristiche in comune con il CYP2C9 umano, poiché entrambi catalizzano 
la 4-idrossilazione del diclofenac e della fenitoina, e la 7-idrossilazione del warfarin. Inoltre 
l'espressione di entrambe queste isoforme è indotta dal fenobarbital e inibita selettivamente 
dal sulfafenazolo (Haduch et al., 2005). Altre reazioni catalizzate dal CYP2C6 sono la 7-N-
demetilazione della caffeina, la O-deetilazione della 7-etossiresorufuna e l'1-idrossilazione del 
bufurarolo. 
Il CYP2C7 è un'isoforma costitutiva prevalentemente femminile che esibisce livelli di mRNA 
e proteina almeno doppi nelle femmine rispetto ai maschi. Il CYP2C7 è in grado di idrossilare 
il testosterone e l'acido retinoico, e prende parte al metabolismo della para-toluene-
sulfonamide (PTS) (Zhou et al., 2006). 
Il CYP2C11 è in grado di metabolizzare molti substrati, tra i quali si ricordano il testosterone 
(2α-idrossilazione), la caffeina (demetilazione nelle posizioni 3-N e, soprattutto, 7-N), e 
l'anestetico locale bupivacaina (3'-idrossilazione) (Kot and Daniel, 2007-2008). La sua attività 
è inibita dal β-naftoflavone e dal pregnenolone-16α-carbonitrile.  
Il CYP2C12 è un isoenzima esclusivamente femminile che costituisce circa il 40% del 
contenuto totale epatico di P450 nei ratti femmina, mentre risulta assente nei maschi di tutte le 
età. 
Il gene codificante per il CYP2C13 occupa più di 50 kb ed esiste in due forme alleliche ben 
identificate. 
L'mRNA codificante del CYP2C23 è stato riscontrato in vari organi di ratto, quali fegato, 
polmone, rene, milza, cuore, cervello e testicolo. Così come il CYP2C9 nell'uomo, il 
CYP2C23 è l'isoforma della sottofamiglia 2C maggiormente espressa nel rene. Il CYP2C23 è 
coinvolto nella produzione di acidi epossieicosatrienoici (EET) dall'acido arachidonico, e 
presenta proprietà catalitiche simili ai CYP2C9 e CYP2C19 umani. 
L'mRNA codificante per il CYP2C24 è stato inizialmente identificato da uno screening di 
cDNA di prostata di ratto; in seguito, però, esperimenti di Northern blotting hanno rilevato 
tale mRNA anche in campioni di fegato e rene. In ratti maturi questa isoforma è presente nei 
vari organi a livelli paragonabili nei due sessi, con l'eccezione del rene femminile, in cui non è 
espressa (Zaphiropoulos, 1991). 
 
4.1.2    I citocromi P450 2C nell‟uomo 
Nell'uomo questa sottofamiglia è composta da almeno quattro membri (CYP2C8, CYP2C9, 
CYP2C18 e CYP2C19) i cui geni sono localizzati in un singolo locus sul cromosoma 10. Nel 
fegato sono espressi ad alti livelli costituendo da soli il 10-20% del contenuto proteico totale 
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di P450 ritrovato in quest'organo (Raucy et al., 2002), ma è stata riscontrata la loro 
espressione anche in vari tessuti extraepatici. 
Il CYP2C8 è stato inizialmente purificato da campioni di fegato, ma attualmente è noto essere 
espresso anche in vari tessuti extraepatici quali il rene, la ghiandola surrenale, il cervello, 
l'utero, la ghiandola mammaria, le ovaie ed il duodeno, oltre che, in modo variabile, nel 
polmone. Nel rene è bene espresso e potrebbe costituire uno dei principali citocromi P450 
costitutivi (Guengerich, 2005). La regione codificante per il CYP2C8 occupa 
approssimativamente 31 kb, facendone il gene più piccolo tra i CYP2C umani conosciuti. Il 
sito attivo più largo (1438 Å) rispetto agli altri CYP, gli permette di riconoscere e 
metabolizzare una gran quantità di substrati di natura diversa (leggermente acidi, neutri o 
basici). Tra i substrati che è in grado di metabolizzare ci sono molti farmaci quali ad esempio 
gli antidiabetici rosiglitazone e repaglinide, l'antitumorale paclitaxel, l‟anti-colesterolo 
cerivastatina e gli antimalarici amodiaquina e cloroquina; tra i composti endogeni invece ci 
sono l‟acido arachidonico e l‟acido retinoico. Il CYP2C8 è il membro della sottofamiglia 2C 
maggiormente inducibile nel fegato ed in epatociti primari umani, anche se il meccanismo di 
induzione da parte degli xenobiotici non è ancora del tutto chiarito (Gerbal-Chaloin et al. 
2001, Raucy et al., 2002; Madan et al., 2003). Il CYP2C8 è up-regolato dalla rifampicina, dal 
fenobarbital e da desametazone. Essendo tutti questi composti ligandi e/o attivatori dei 
recettori nucleari pregnane X receptor (PXR), constitutive androstane receptor (CAR) e 
glucocorticoid receptor (GR), questi tre recettori sono probabilmente coinvolti nella sua 
regolazione (Totah and Rettie, 2005). A causa dell'espressione significativa del CYP2C8 in 
diversi tessuti extraepatici, questo enzima potrebbe giocare un ruolo importante nella 
regolazione di meccanismi endogeni; infatti i CYP2C8 e CYP2C9 sono stati proposti come 
sintetasi di fattori iperpolarizzanti endotelioderivati, e si pensa che possano essere espressi 
nelle pareti delle arterie (Bauersachs et al., 2002). L‟isoforma CYP2C8 mostra proprietà 
catalitiche che si distinguono da quelle dei CYP2C9 e CYP2C19, esibendo un'attività 
enzimatica relativamente bassa verso i substrati noti degli altri CYP2C. Anche se CYP2C8 e 
CYP2C9 presentano un'omologia di sequenza del 70% sono pochi i substrati metabolizzati da 
entrambi; al contrario il CYP2C8 dimostra più substrati in comune con il CYP3A4 a dispetto 
della bassa omologia di sequenza (25%), anche se i prodotti di ossidazione generati sono di 
solito differenti. Questo potrebbe essere dovuto al sito di legame del CYP2C8, che è simile 
per dimensioni a quello del CYP3A4 (1386 Å); tuttavia i substrati comuni si legano in 
maniera diversa nei due siti attivi (Totah and Rettie, 2005). 
Il CYP2C9 è uno dei maggiori enzimi coinvolti nel metabolismo dei farmaci. Si tratta 
primariamente di un citocromo epatico ed il suo livello di espressione è, in media, il più alto, 
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fatta eccezione per il CYP3A4. E' espresso anche in molti organi extraepatici, quali rene, 
testicolo, ghiandola surrenale, prostata, ovaio e duodeno. Il CYP2C9 è capace di 
metabolizzare, oltre ad una serie di xenobiotici, diversi composti endogeni, come ad esempio 
l'acido linoleico (epossidazione) e la vitamina A (4-idrossilazione), anche se, probabilmente, 
non svolge una funzione critica nella normale fisiologia dell'organismo (Guengerich, 2005). 
Tra le sostanze esogene che è in grado di metabolizzare si ricordano in particolare la 
tolbutamide ed il diclofenac, usati anche come substrati marcatori per questo isoenzima, 
l'anticoagulante warfarin, gli antibatterici dapsone e sulfametazolo, l'ibuprofene, l'omeprazolo 
e la benzodiazepina diazepam (Raucy et al., 2002). La sua espressione è indotta da 
rifampicina, desametazone e fenobarbital nel fegato ed in epatociti primari umani (Gerbal-
Chaloin et al., 2001; Raucy et al., 2002; Madam et al., 2003). A monte della regione 
codificante (39 kb) sono stati identificati diversi siti di legame per fattori di trascrizione 
coinvolti nell'induzione dell'enzima: un sito per CAR e PXR, mediante il quale il CYP2C9 è 
direttamente regolato da questi due recettori nucleari (Chen et al., 2003-2004), un sito di 
legame per HNF4α ed un glucocorticoid-responsive element (GRE) che media l'induzione da 
desametazone attraverso il GR (Chen et al., 2003). Il sulfafenazolo è stato identificato essere 
un inibitore selettivo e competitivo del CYP2C9, mentre mostra bassa affinità per gli altri 
membri della sottofamiglia 2C.  
Dei quattro membri della sottofamiglia 2C umani, il CYP2C18 è quello che presenta il livello 
di espressione epatica più basso, sia dal punto di vista dell'mRNA che per la presenza della 
proteina. L'mRNA codificante per questa isoforma è stato ritrovato in molti tessuti, inclusi 
cervello, utero, rene, duodeno, e ghiandola mammaria, ma la rispettiva proteina è poi risultata 
essere assente (Guengerich, 2005). Il CYP2C18 è capace di idrossilare la fenitoina in 
posizione 4 e possiede bassa attività catalitica nell'idrossilazione della tolbutamide, ma 
probabilmente non contribuisce in generale al metabolismo dei farmaci, anche a causa dei 
suoi bassissimi livelli di espressione. Rae et al. (2001) ha riportato che il CYP2C18 non è 
inducibile da rifampicina in epatociti umani, al contrario dei CYP2C8 e CYP2C9. 
Il citocromo P450 2C19 è espresso a livelli significativi solo nel fegato, costituendo fino al 
5% del P450 totale in quest'organo. Tuttavia, l'mRNA codificante per questa isoforma e la 
rispettiva proteina sono stati riscontrati anche nel duodeno. La 4'-idrossilazione della (S)-
mefenitoina è la reazione classica attribuita al CYP2C19, ma questa isoforma è in grado di 
metabolizzare molti altri xenobiotici, come l'omeprazolo, il warfarin, la talidomide (un 
vecchio farmaco noto per gli effetti teratogenici), il diazepam, l'imipramina, la moclobemide e 
diversi steroidi, inclusi progesterone e testosterone (Gerbal-Chaloin et al., 2001). Studi con 
epatociti primari umani hanno dimostrato che la rifampicina ed il fenobarbital sono potenti 
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induttori del CYP2C19, sia a livello trascrizionale, che a livello proteico (Raucy et al., 2002). 
Anche il desametazone si è dimostrato essere un induttore, seppure più blando, di questo 
isoenzima, sempre in colture di epatociti primari. I recettori nucleari CAR e PXR regolano 
direttamente l'espressione del CYP2C19 (Chen et al., 2003-2004). Nella regione regolatoria a 
monte del gene è stato identificato un sito di legame per il GR, necessario per l'induzione da 
desametazone (Chen et al., 2003). Una delle caratteristiche più rilevanti riguardanti il 
CYP2C19 risiede nel polimorfismo genico che è evidenziato dal metabolismo della (S)-
mefenitoina, il quale permette di classificare gli individui come “poor metabolizers” (PM), 
“intermediate metabolizers” (IM) o “extensive metabolizers” (EM) (Guengerich, 2005). 
 
4.1.3    I citocromi P450 2C nel suino 
Le informazioni presenti in letteratura sulla sottofamiglia 2C del citocromo P450 nel suino 
sono scarse. 
Nel 1995 Zaphiropoulos et al. usarono dei primer disegnati su due regioni conservate della 
sottofamiglia genica 2C di ratto per effettuare esperimenti di RT-PCR su campioni di ovaio di 
suino. Furono isolati 5 cloni distinti dai follicoli preovulatori (che furono chiamati PF1, PF11, 
PF13, PF14 e PF15), e sei cloni dal corpo luteo (chiamati CL1, CL6, CL7, CL8, CL12 e 
CL13). Otto di questi cloni si dimostrarono strutturalmente molto simili ai CYP2C umani 
noti, mentre i rimanenti mostravano un'alta similitudine con il CYP2C23 di ratto. 
Successivamente tutti questi cloni vennero classificati come CYP2C32, CYP2C33, 
CYP2C34, CYP2C35, CYP2C36 ed alcune loro varianti alleliche. 
Nel 1998 Nissen et al. isolarono tre cloni da una libreria di cDNA di intestino tenue di suino, 
e per due di questi fu riscontrata un'alta omologia di sequenza con i geni della sottofamiglia 
2C. Uno di questi cloni si rivelò tronco, mancante di una parte all'estremità 5' della regione 
codificante, mentre l'altro codificava per un putativo pseudogene. Questi due cloni vennero 
classificati rispettivamente come CYP2C42P1 e CYP2C42. 
Attualmente, in banca dati, sono presenti sette sequenze della sottofamiglia 2C (putativi geni, 
varianti alleliche o pseudogeni) per il suino: CYP2C32, CYP2C33, CYP2C34, CYP2C35, 
CYP2C36, CYP2C42, e CYP2C49 (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). In 
particolare solo le isoforme 2C33, 2C42 e 2C49 sono state recentemente studiate, mentre le 
rimanti potrebbero essere delle varianti alleliche di queste. 
Uno studio di Anzenbacher et al. del 1998 rivelò la presenza, in campioni di microsomi 
epatici di minipig, dell'attività tolbutamide idrossilasi, già usata come marker per i CYP2C 
umani, sebbene a livelli più bassi di quelli riscontrati nell'uomo. L‟attività non risultò indotta 
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da una combinazione di β-naftoflavone, fenobarbital e desametazone (Myers et al., 2001) ma 
dalla tranilcipromina, un inibitore del CYP2C19. 
Un'altra attività marker utilizzata per i CYP2C è la 7-metossi-4-trifluorometilcumrina O-
demetilasi (MFCOD), ben rilevabile nel suino usando microsomi epatici, renali, intestinali o 
della mucosa nasale. La S-mefenitoina, tipico substrato del CYP2C19 umano, non viene 
idrossilata né in suini né in minipig non trattati (Boogards et al., 2000; Skaanild & Friis, 
1999). Tuttavia, utilizzando microsomi epatici e renali di suino, è possibile quantificare 
l'attività relativa alla formazione del demetilato della S-mefenitoina, reazione che nell'uomo è 
attribuita al CYP2B6 (Puccinelli et al., 2010). 
L‟analisi comparativa delle sequenze ha rivelato che le isoforme CYP2C42 e 2C49 di suino 
mostrano un omologia di sequenza dell'80% tra di loro e con le isoforme umane (CYP2C9 e 
2C19). Diversamente, il CYP2C33 ha rivelato un'identità di sequenza di soltanto il 60% circa 
sia con gli altri CYP2C di suino che con i CYP2C umani. Questo potrebbe determinare 
notevoli differenze nella specificità di substrato di queste isoforme (Puccinelli et al., 2010). 
Nello stesso lavoro è stato dimostrato che il trattamento con fenobarbital determina 
un‟induzione sia a livello trascrizionale che di attività dei CYP2C33, 2C42 e 2C49 nel fegato, 
e dei CYP2C42 e 2C49 nel rene e nel duodeno di suino. Nella regolazione di queste isoforme 
sono probabilmente coinvolti alcuni recettori nucleari tra cui CAR e PXR. 
 
4.2 La sottofamiglia 3A 
 
La sottofamiglia CYP3A, rappresenta la sottofamiglia più abbondantemente espressa tra tutte 
le sottofamiglie del citocromo P450. È responsabile del metabolismo degli steroidi endogeni, 
come il testosterone, progesterone, acido litoloico e del metabolismo circa del 50% dei 
farmaci in commercio. Inoltre gioca un ruolo importante nell‟eliminazione presistemica dei 
farmaci e nell‟interazione dei farmaci cosomministrati. L‟espressione dei membri della 
sottofamiglia è fortemente indotta da un set di sostanze chimiche e/o stati patologici. 
L‟induzione di questi enzimi fornisce, quindi, un meccanismo per amplificare la risposta 
fisiologia a sostanze chimiche potenzialmente tossiche. Essi infatti sono coinvolti nel 
metabolismo di molti xenobiotici,  ormoni steroidei e acidi biliari (Kliewer et al., 2002). 
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4.2.1    I Citocromi P450 3A nel ratto 
Nel ratto la sottofamiglia 3A, è formata da quattro isoforme, CYP3A1(CYP3A23), CYP3A2, 
CYP3A9 e CYP3A18. 
Tutte queste isoforme sono espresse in maniera predominante nel fegato, tuttavia la loro 
espressione è presente anche a livello extraepatico, nel cervello, nell‟intestino, nel rene, nei 
leucociti e nel polmone. 
Le diverse isoforme del citocromo 3A nel ratto presentano un pattern di espressione sesso-, 
tessuto-, specie- ed età-dipendente (Waxman et al., 1995). 
Per l‟appunto l‟espressione del 3A2 è osservata solo nei ratti neonatali femmine, mentre 
l‟espressione è presente in tutto il ciclo vitale dei ratti maschi. Allo stesso modo, le isoforme 
3A1 e 3A18 sembrano essere isoforme tipica del ratto maschio (maschio-dominante), mentre 
l‟espressione dell‟isoforma 3A9 è maggiore nei ratti femmine rispetto ai ratti maschi, 
definendo la suddetta isoforma femmina-dominante (Anakk et al., 2003). 
L‟isoforma CYP3A9 è maggiormente espressa nel fegato, che è il principale sito del 
metabolismo di fase I, seguito dal polmone, ed un equivalente espressione nel cervello e nel 
rene. In particolare si denota una distribuzione regio-selettiva del trascritto a livello del rene, a 
favore della corteccia rispetto alla midollare. Il motivo per il quale l‟espressione del 3A9 è 
maggiore nella corteccia, risiede nel ruolo protettivo del 3A9. Di fatti a livello della corteccia 
tramite la filtrazione glomerulare e il riassorbimento media la protezione dell‟organismo dalle 
sostanze tossiche introdotte. Come detto sopra il 3A9 mostra inoltre un pattern di espressione 
sesso-specifico a favore dei ratti femmine. 
Per quanto attiene al meccanismo di regolazione del 3A9, Anakk et al. (2003), hanno 
dimostrato che l‟estrogeno regola l‟espressione del gene nel fegato e nel rene, in maniera 
tessuto-specifica. Il trattamento con estrogeno provoca infatti un up-regolazione del 3A9 nel 
fegato, e una marcata down-regolazione nella corteccia e nella midollare del rene. Questa 
differenza già presa in esame da altri autori, sembra dettata dai recettori per l‟ estrogeno 
(Pettersson et al., 2000) Esistono per l‟appunto due tipi di recettori per l‟estrogeno, ERrα e 
ERβ. Nei ratti ERα è altamente espresso nel fegato, nel rene, nei testicoli e nelle ovaie, mentre 
ERβ è espresso nel cervello, nel polmone, nel sangue e nell‟epidermide. Questa diversa 
distribuzione comporta di conseguenza una diversa risposta tessuto-specifica (Diel, 2002). 
Al contrario le isoforme CYP3A1, CYP3A2 e CYP3A18 presentano un pattern di espressione 
sesso-specifico a favore dei ratti maschi. Questa espressione sesso-specifica è determinata da 
diversi fattori, tra cui l‟ormone di crescita che a sua volta è influenzato da ormoni steroidei 
come l‟estrogeno e il testosterone (Kawai et al., 2000). 
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Le suddette isoforme, come detto in precedenza, sono maggiormente espresse nel fegato. 
Tuttavia un livello di espressione apprezzabile del CYP3A1 è presente anche nel polmone, a 
livello delle cellule ciliate e non ciliate della porzione prossimale delle vie aeree (Day et al., 
2006). Sia nei roditori che nell‟uomo l‟espressione di queste isoforme inizia nella fase fetale 
per poi aumentare gradualmente durante il ciclo vitale, fino alla fase adulta. Per questo motivo 
esiste infatti, una disparità nel metabolismo degli xenobiotici e dei farmaci tra adulti e 
bambini (Ginsberg et al., 2004). 
Il lavoro di Day. et al. (2006), ha riscontrato in particolare un differente tipo di espressione 
età-specifica dell‟isoforma 3A1/3A23. Mentre il livello del trascritto dell‟isoforma è 
pressoché simile nelle cellule non differenziate di ratto appena nato e cellule completamente 
differenziate di ratto adulto, il livello della proteina e l‟attività enzimatica sono più bassi nel 
ratto appena nato rispetto al ratto adulto. Questa discrepanza è dovuto al fatto che nel ratto 
appena nato, le cellule sono ancora indifferenziate e quindi hanno un contenuto di reticolo 
endoplasmatico minore rispetto al contenuto di citoplasma. Oppure altre ipotesi che spiegano 
questa differenza tra il livello della proteina e il livello del trascritto, potrebbero essere quelle 
relative alla presenza di una serie di fattori come, l‟efficienza di trascrizione dell‟mRNA, la 
traduzione, la stabilità dell‟mRNA, la regolazione post-trascrizionale e post-traduzionale e la 
degradazione proteica (Day. et al., 2006). 
 
4.2.2    I Citocromi P450 3A nell'uomo 
Nell‟uomo l‟isoforma più importante è il CYP3A4 responsabile del metabolismo di circa il 
50% dei farmaci presenti sul mercato o in via di sviluppo, come ad esempio il citrato di 
sidenafil (Viagra) e la lovastatina (Mevacor). La variazione della sua attività catalitica è 
importante per la biodisponibilità del farmaco e le interazioni farmaco-farmaco (Guengerich, 
1999). Inoltre questo enzima è in grado di convertire ormoni sessuali, idrocarburi aromatici 
policiclici (PAH) e pesticidi. 
È l‟ isoforma predominate negli adulti, rappresentando dal 20 al 50% del P450 totale epatico e 
il predominante P450 nell‟intestino (Shimada et al., 1996; Paine et al., 2006). Il livello di 
espressione e traduzione della proteina aumenta gradualmente durante i primi sei mesi di vita, 
per arrivare ai livelli, simili a quelli presenti negli adulti tra i cinque e i quindici anni di età 
(Stevens et al., 2003).  
L'ossidazione del testosterone (ormone steroideo) in posizione 6β (Waxman et al., 1988) 
viene usato come marker del CYP3A4. Esistono anche altre reazioni marker tipicamente 
catalizzate da questo enzima, come l'ossidazione della nifedipina e l'idrossilazione del 
midazolam (Yuan et al., 2002). Altri substrati noti del CYP3A4 sono la benzilossichinolina e 
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l'eritromicina (Kenworthy et al., 1999; Stresser et al., 2002). Il citocromo P450 è conosciuto 
per essere indotto da barbituri, glucorticoidi e rifampicina nell‟uomo.  
La regolazione di questa isoforma, avviene principalmente a livello trascrizionale tramite 
l'azione di un recettore nucleare chiamato pregnane X receptor (PXR). Tuttavia nella regione 
5‟ non tradotta (UTR) sono presenti putativi elementi di risposta per altri recettori nucleari, 
come HNF4α (Hepatocity nuclear factor 4 ), p53, AP-3 , glucocorticoidi, estrogeni e CAR. 
Tali elementi di risposta sono formati da due emisiti di sequenze consenso di cDNA che 
possono essere organizzati o come ripetizioni dirette o invertite, spaziate da 1 o 2 basi. Nel 
caso di PXR, una volta attivato direttamente o indirettamente, può eterodimerizzare con il 
recettore dell‟acido retinoico (RXR) e attivare la trascrizione di molti geni “target” (Kliewer 
et al., 2002). Come detto sopra infatti PXR, non è l'unico recettore nucleare che contribuisce 
alla regolazione dei CYP3A; risulta coinvolto anche il recettore orfano nucleare CAR 
(Constitutive Androstane Receptor) (Guengerich et al., 2005). Il classico attivatore di CAR è 
il fenobarbital (PB), il quale, attraverso l‟attivazione di una cascata di trasduzione del segnale, 
determina la traslocazione di CAR nel nucleo, dove eterodimerizza con RXR, per poi agire da 
fattore di trascrizione sui geni “target” (Moore et al., 2002). 
Altre isoforme appartenenti alla sottofamiglia 3A nell‟uomo sono:  
il CYP3A5 risulta avere un‟omologia di sequenza dell‟85% con il CYP3A4 e si ritrova 
espresso a livello del fegato, duodeno, rene e ghiandole surrenali. Insieme, CYP3A5 e 
CYP3A4, rappresentano i maggiori enzimi espressi nell‟adulto e comprendo più del 30% del 
contenuto totale di P450 epatico, e una percentuale ancora più alta del contenuto totale di 
P450 nell‟intestino (Yao et al., 2011);  
il CYP3A7 risulta avere un omologia di sequenza del 95% con la proteina CYP3A4, e una 
similarità nella specificità del substrato. E‟ l‟isoforma più abbondante nel fegato umano 
durante lo sviluppo fetale e nel primo mese di età postnatale. Inoltre la sua espressione è 
presente anche a livello della placenta e, in misura molto minore nell‟endometrio, nel fegato, 
nel rene e nel polmone di un individuo adulto (Bertilsson et al., 2001). Nel periodo fetale, cosi 
come durante i primi mesi di vita, gioca un ruolo importante nel metabolismo dell‟acido 
retinoico, nella clearence dei substrati endogeni e nella protezione da potenziali substrati 
tossici e teratogeni (Hirschfeld, 1996). Studi condotti su microsomi di fegato fetali mostrano 
una altissimo livello di espressione del 3A7 (311-158 pmol/mg protein) e, dall‟altro canto, un 
bassissimo livello di espressione del 3A4 (≤10 pmol/mg) (Stevens et al., 2003). Dopo il primo 
mese di età post natale inizia un drastico calo dell‟espressione del CYP3A7 che conduce alla 
fine ad un preponderante livello di espressione del 3A4 rispetto al 3A7, in un processo noto 
come „switch‟ (Bertilsson et al., 2001). 
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Da recenti studi si è scoperto che nella sequenza genica di CYP3A7, oltre alla presenza nel 
promotore prossimale dei siti di legame per PXR, è presente un modulo putativo di legame di 
omologia con il PXR a livello distale (enhancer module (XREM)) che è anche presente sul 
promotore del 3A4 (Bertilsson et al., 2001). Questa scoperta indica una minima distanza 
evolutiva tra le due sequenze e allo stesso tempo il mantenimento di una comune e importante 
funzione regolatoria in due geni diversi; 
il CYP3A43 risulta avere un‟omologia di sequenza del 75% con le isoforme CYP3A4 e 
CYP3A5 (Domanski et al., 2001), il che comporta una parziale sovrapposizione della 
specificità di substrato. È espresso ad un livello molto più basso nel fegato umano, rispetto al 
CYP3A4. Dall‟altro lato, esso ha un livello di espressione extraepatico molto alto, soprattutto 
nel cervello (Bigos et al., 2011). Negli ultimi anni è stato ritrovato espresso a livello del 
fegato, del rene, del pancreas e a livello della prostata. 
E‟ uno dei citocromi cosi detti “citocromi orfani” a causa della mancanza di conoscenze sulla 
funzione, sul sito di espressione e di regolazione (Guengerich, 2007).  
 
4.2.3    I Citocromo P450 3A nel suino 
Riguardo ai P450 appartenenti alla famiglia 3 nel suino, si conoscono le sequenze codificanti 
complete dei geni CYP3A22, CYP3A29, CYP3A39 e CYP3A46 (Anzenbacherova et al., 
2005) e in un ultimo del gene CYP3A88, il quale sembra essere una variante allelica del 
3A46. 
Le isoforme CYP3A22, CYP3A29 e CYP3A46 sono state ritrovate nel fegato, nel tratto 
respiratorio, nel rene, nell‟intestino e nel cervello di suino (Nannelli et al., 2008-2010). Yao et 
al. (2011), sono stati i primi a isolare l‟isoforma 3A39 nel suino, a causa dell‟alta omologia di 
sequenza (92%) che esiste tra CYP3A46 e CYP3A39, è stato difficile riuscire a costruire 
primer che amplificano in maniera selettiva solo il 3A39. 
Il livello dell‟insieme dei trascritti dei quattro CYP3A sopra detti nel fegato è circa 3, 10, 80 
volte maggiore rispetto al livello dei corrispondenti trascritti nel duodeno, digiuno e ileo 
rispettivamente, indicando che l‟espressione dei CYP3A è fortemente tessuto specifica e 
confermando ancora una volta il ruolo principale che svolge il fegato nel drug metabolism 
(Yao et al., 2011). Inoltre, le sequenze amminoacidiche dei quattro geni, CYP3A22, 
CYP3A29, CYP3A39 e CYP3A46 nel suino, presentano un‟omologia di sequenza con il gen 
3A4 umano rispettivamente del 74%, 76%, 75% e del 76%. 
Il primo enzima ad essere sequenziato è stato il CYP3A29, isolato da una libreria di cDNA di 
duodeno (Nissen et al., 1998, PubMed accession No. Z93099). Il gene CYP3A29 codifica per 
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una proteina di 503 amminoacidi altamente omologa alla isoforma umana CYP3A4 
(Anzenbacherovà et al., 2005). Il 3A29 insieme al 3A22, rappresentano le isoforme 
predominanti della sottofamiglia 3A nell‟intestino di suino (Yao et al., 2011). 
Tutte e quattro le isoforme sembrano mostrare proprietà simili ai citocromi umani, infatti 
risultano essere capaci di catalizzare reazioni analoghe a quelle già viste nell‟uomo. Tra 
queste la 6-β-idrossilazione del testosterone (Langsch et al., 2010) e l‟ossidazione della 
nifedipina, che sono stati misurati sia su suini convenzionali che su minipig. Entrambi i 
substrati sono stati metabolizzati con livelli di attività paragonabili a quelli umani 
(Anzenbacher et al., 1998; Skaanild et al., 1999; Desille et al., 1999). 
Altre attività utilizzate come marker sia nell‟uomo che nel suino del 3A sono la 
benzilossichinolica debenzilasi (BQD) e l‟eritromicina demetilasi (ErD) (Hansen et al., 2000; 
Anzenbacherovà, et al., 2005). Nel particolare alti livelli di BQD sono stati ritrovati a livello 
dei capillari della corteccia cerebrale, suggerendo il ruolo protettivo dei CYP3A nel prevenire 
l‟entrata di sostanze tossiche nel cervello (Nannelli et al., 2010). 
Inoltre il pattern di espressione dei citocromi P450 3A nel suino è completamente in accordo 
con il pattern di espressione dei citocromi P450 3A nell‟uomo (Paine et al., 1997) e nel ratto 
(Mitschke et al., 2008). Mostrando una distribuzione decrescente degli enzimi lungo la 
lunghezza dell‟intestino. 
A differenze degli enzimi 3A nell‟uomo, nel suino è stata osservata una scarsa variabilità 
interindividuale, che potrebbe risultare dall‟utilizzo della stessa razza di suino, dagli 
ingredienti della dieta e dall‟ambiente in cui vivono (Yao et al., 2011). 
L‟espressione e l‟attività dei CYP3A sono state ritrovate indotte sia in colture primarie di 
epatociti che in culture di enterociti di suino dopo il trattamento con DEX (desametasone), 
RIF (rifampicina) e PB (fenobarbital) (Nannelli et al., 2008), tutte sostanze capaci di indurre i 
CYP3A umani (Hosagrahara et al., 1999; Hansen et al.,2000). 
Ancora poche sono le informazioni presenti in letteratura riguardo alla loro regolazione. 
Come sappiamo nell‟uomo l‟induzione del CYP3A avviene a livello trascrizionale attraverso 
l‟attivazione di PXR o CAR, e il contributo di altri recettori nucleari (HNF4α). È  stata 
dimostrata una buona espressione dei recettori nucleari PXR e CAR a livello del fegato 
(Nannelli et al., 2008), ipotizzando che il meccanismo di regolazione dei CYP3A nel suino, 
sia simile a quello presente nell‟uomo. La mancanza di induzione nei tessuti extraepatici 
sopracitati, invece, potrebbe essere dovuta alla scarsa espressione dei recettori nucleari o al 
coinvolgimento di altri fattori trascrizionali tessuto-specifici. Come nell‟uomo, anche nei 
suini e nei minipig non è stata ritrovata una differenza sessuale nell‟attività del CYP3 
(Skaanild et al., 1999). 
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CAPITOLO 5 
IL CITOCROMO P450 NELL’INTESTINO 
 
Il citocromo P450 costituisce una superfamiglia di proteine emo-tiolate che catalizza la 
biotrasformazione di sostanze endogene ed esogene, tra le quali una grande varietà di farmaci 
clinicamente somministrati. Nell‟uomo, più dell'80% del metabolismo ossidativo e circa il 
50% dell‟eliminazione dei farmaci comunemente utilizzati avvengono a carico delle tre 
maggiori famiglie (CYP1, CYP2 e CYP3). Come detto nel capitolo precedente, il citocromo, 
è principalmente localizzato nel fegato, il principale organo adibito all‟eliminazione delle 
sostanze. Tuttavia il citocromo P450 è espresso in maniera apprezzabile nella mucosa 
intestinale, nel rene, nel cervello, nella mucosa olfattiva, nel polmone e nella pelle (Paine et 
al., 2006). Negli ultimi dieci anni particolare importanza ha assunto il tratto gastrointestinale e 
specialmente la mucosa intestinale, per il ruolo svolto nel metabolismo presistemico dei 
farmaci oralmente somministrati (Thörn et al., 2005). 
Il metabolismo nell‟intestino da parte del P450 è localizzato a livello delle cellule epiteliali 
specializzate, gli enterociti, che rappresentano il primo sito metabolico delle sostanze 
oralmente assunte (Watkins, 1997). Una diminuzione o un blocco dell‟uptake influisce 
sull‟efficacia terapeutica del farmaco (Zhang et al., 1999). 
Dalla letteratura sappiamo che la mucosa intestinale è il principale sito di assorbimento di 
nutrienti, acqua e di sostanze potenzialmente sia benefiche che nocive. Negli ultimi venti anni 
è stata dimostrata la presenza in quest'organo di un complesso macchinario metabolico, 
costituito da enzimi di fase I, enzimi di fase II espressi in associazione ai trasportatori (fase 
III). Ciò indica che il first-pass metabolism nell‟intestino possa avere un ruolo a volte 
maggiore di quello svolto dal fegato. 
L‟intestino tenue è diviso in tre regioni: duodeno, digiuno e ileo. Queste tre regioni non sono 
ben distinte anatomicamente, sebbene presentino capacità di assorbimento e secretorie 
differenti. Le tre regioni mostrano un pattern istologico comune, e sono formate, passando 
dall‟interno all‟esterno da mucosa, submucosa, strato di muscolatura liscia e la tonaca sierosa 
(Lin et al., 1999) (Fig. 11). 
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Fig. 11: Pattern istologico di un segmento di intestino tenue. Dall’interno verso l’esterno ritroviamo 
mucosa, submucosa, strato muscolare liscio e tonaca sierosa. 
 
La morfologia dell‟intestino, così come le diverse caratteristiche anatomiche e fisiologiche 
contribuiscono alla competenza metabolica dell‟organo. Tra queste si possono annoverare la 
lunghezza dell‟intestino, la distribuzione dell‟epitelio competente come monostrato di 
enterociti, l‟amplificazione della superficie per mezzo delle numerose proiezioni finger-like 
all‟apice dei villi e la base del villo chiamata cripta. Queste caratteristiche aumentano la 
superficie esposta alle sostanze e quindi l‟assorbimento, rendendo l‟intestino un organo 
potenzialmente importante come first-pass metabolism (Obach et al., 2000; Kaminsky and 
Zhang, 2003; Rowan et al., 2011). 
Quanto una sostanza viene somministrata oralmente prima di raggiungere la circolazione 
sistemica sanguigna, deve passare attraverso la barriera intestinale e successivamente 
attraverso il fegato. La sostanza passa dal lume intestinale all‟interno degli enterociti, tramite 
diffusione passiva o facilitata o tramite trasportatori attivi, dove viene metabolizzata. Una 
frazione residua può passare successivamente nel fegato attraverso la vena porta, dove viene 
ulteriormente metabolizzata per poi essere immessa nel torrente circolatorio attraverso la vena 
cava (Van Herwaarden et al., 2009; Lin et al., 1999). 
Come nel fegato, anche nell‟intestino si denota un variabilità interindividuale nell‟espressione 
degli enzimi metabolici di fase I e di fase II. Il motivo non è ancora del tutto chiarito, tuttavia 
alcune indicazioni risiedono nella genesi degli enterociti dei villi o ad una differente 
regolazione del citocromo P450 da parte della dieta e di fattori sia genetici che ambientali 
(Kaminsky and Zhang, 2003). 
Le famiglie CYP1, CYP2 e CYP3 sono le maggiori coinvolte nel metabolismo degli 
xenobiotici. Approssimativamente il 70% del contenuto totale di CYP P450 epatico è 
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rappresentato da CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6 CYP2E1 e CYP3A. Tra 
queste le sottofamiglie 3A e 2C sono le più abbondanti espresse nel fegato, rappresentando 
rispettivamente il 30% e il 20% (Guengerich, 1995). A differenza del fegato, dove la 
distribuzione degli enzimi P450 è relativamente omogenea, nell‟intestino la distribuzione non 
è uniforme sia lungo la lunghezza dell‟intestino, né lungo la sezione della mucosa del villo. Il 
contenuto totale medio di P450 nell‟intestino umano è circa 20 pmoli/mg di proteina 
microsomiale. Tuttavia studi atti a valutare l‟espressione dell‟isoforma CYP3A4 e della 
glicoproteina P (P-gp) in enterociti ed epatociti umani, hanno mostrato che il contenuto di 
CYP3A4 nell‟intestino è circa 3 volte maggiore rispetto al contenuto nel fegato, così come il 
contenuto di P-gp che è dieci volte maggiore nell‟intestino rispetto al fegato (Von Richter et 
al., 2004). 
In recenti studi è stato dimostrato che la sottofamiglia più abbondantemente espressa 
nell‟intestino è la CYP3A, localizzata negli enterociti che compongono largamente la mucosa 
intestinale umana, con un contenuto medio dell‟isoforma CYP3A4 che oscilla tra il 50% e il 
70% del contenuto totale di P450 determinato tramite spettrometria. Questa isoforma è seguita 
poi dalla CYP2C9 con il 15%, la CYP2C19 con il 2,9 %, la CYP2J2 con l‟1,4% e per ultimo 
la CYP2D6 con l‟1%. Tali valori ottenuti da microsomi enterici, saggiati tramite western 
blotting e saggi spettrofotometrici (Paine et al., 2006) formano la cosiddetta „torta intestinale 
dei citocromi P450‟ (Fig.12). 
 
 
 
Fig. 12: il grafico a torta indica le rispettive percentuali delle 5 isoforme espresse  
nell’intestino umano, dando una visione di insieme (Paine et al., 2006). 
 
Per esaminare quali forme di CYP siano espresse nell‟intestino umano, Zhang et al. (1999), 
hanno condotto esperimenti di RT-PCR da RNA totale proveniente da cellule epiteliali del 
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primo segmento dell‟intestino di 4 donatori umani. I prodotti di PCR sono stati analizzati 
attraverso un elettroforesi su gel d‟agarosio. Il risultato ottenuto mostrava un buon segnale per 
il CYP1A1 e molto debole per CYP2E1. Il CYP1B1 è stato ritrovato solo in due donatori su 
quattro. I CYP1A1, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5 sono stati ritrovati in 
tutti e quattro i donatori. Contrariamente i CYP1A2, CYP2A6, CYP2A7, CYP2B6, CYP2F1, 
CYP3A7 e CYP4B1 non sono stati ritrovati. L‟espressione proteica è stata valutata anche con 
Western blotting indicando la presenza del CYP1A1, del CYP2C e del CYP3A4. 
Per esaminare la distribuzione dei CYP nelle diverse parti dell'intestino, il contenuto totale di 
CYP e l‟attività del CYP3A4, gli stessi autori hanno utilizzato sei segmenti di intestino 
provenienti da 10 donatori uomini e donne Caucasici. L‟intestino è stato suddiviso in sei 
segmenti di circa 60 cm, dalla porzione prossimale alla porzione distale. Attraverso 
esperimenti di Western immunoblott e RT-PCR è stata osservata una diminuzione del 
contenuto totale di CYP a partire dall‟intestino prossimale a quello distale, confermando 
tuttavia che il livello di ogni isoforma varia diversamente in funzione della posizione lungo 
l‟intestino. È stata valutata anche l‟attività del CYP3A attraverso il saggio dell'eritromicina 
demetilasi, notando che quest‟attività correla in larga misura con l‟andamento del contenuto 
totale di CYP. 
In questi esperimenti è stato osservato che solo CYP3A4, CYP2C e CYP1A1 sono espressi in 
tutti e 10 i donatori, mentre l‟espressione del CYP2D6 è risultato presente a livello 
trascrizionale, ma non a livello proteico. La proteina CYP3A5 è presente in pochi campioni, 
nonostante la buona espressione del trascritto a livello del colon (Zhang et al., 1999). 
Un aspetto importante degli enzimi del drug metabolism è la loro inducibilità. Considerando 
che sia gli enzimi presenti a livello del fegato che quelli a livello dell‟intestino (coinvolti nel 
first-pass metabolism) sono esposti alle sostanze oralmente assunte, non sorprende il fatto che 
essi possano essere indotti. In tal modo l‟induzione conduce ad un aumento dell‟effetto del 
first-pass e diminuisce la biodispobilità del farmaco (Kaminsky and Fasco, 1991; Lin et al., 
1999). 
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CAPITOLO 6 
I TRASPORTATORI NELL’INTESTINO 
 
L‟uomo è costantemente esposto ad una grande varietà di composti esogeni definiti 
xenobiotici, sia con caratteristiche idrofiliche che idrofobiche, presenti nel cibo o 
nell‟ambiente che lo circonda. Le sostanze lipofiliche passano attraverso il doppio strato 
lipidico delle membrane cellulari e penetrano nel corpo. Sfortunatamente molte di queste 
possono avere effetti tossici. Pertanto l‟organismo ha sviluppato un sistema per tale problema 
attraverso due strategie.  
La prima prevede un processo di coniugazione enzimatica (enzimi di fase II) delle sostanze 
precedentemente ossidate dal P450 con glutatione, glucuronato, solfato rendendo le sostanze 
stesse più idrofiliche e quindi più facilmente eliminabili direttamente o attraverso proteine di 
membrana, (trasportatori di fase III) (Ueda, 2011).  
 
6.1 Trasportatori  
Il potere detossificante dell‟intestino e il ruolo che svolge nel first pass del drug metabolism, è 
dovuto oltre che ai citocromi P450 anche ai trasportatori di fase III. I trasportatori di fase III 
hanno la funzione di trasportare le sostanze ormai più idrofiliche all‟esterno della cellula, 
agendo da „shuttle‟, proteggendo la cellula dai possibili effetti tossici e favorendone 
l‟eliminazione (Dietrich et al., 2003). Tra questi di particolare importanza sono la 
glicoproteina P (P-gp), che è codificato dal gene MDR1 (Multidrug Resistance gene), la 
proteine MRP1 (Multidrug Resistance-associated protein 1) e la proteina MRP2 (Multidrug 
Resistance-associated protein 2) (Chan et al., 2004). 
A differenza degli altri enzimi del drug metabolism, i trasportatori di fase III iniziarono ad 
essere presi in considerazione nel 1976. Juliano e Ling infatti, nel 1976, scoprirono un 
complesso contenente carboidrati di 170 kDa nella membrana extracellulare di cellule 
ovariche di criceto cinesi, selezionate per una resistenza alla colchicina. Questa proteina 
appariva unicamente nelle cellule mutanti, dove mostrava un‟alterata permeabilità per i 
farmaci. Questo complesso fu chiamato glicoproteina-P (proteina della permeabilità) (Juliano 
et Ling, 1976). Dieci anni dopo, Kioka et al., isolarono il cDNA umano di MDR1 in 
ghiandole surrenali, e notarono che la sequenza era uguale a quella che era stata 
precedentemente riscontrata nella linea cellulare KB, e nella quale codificava per la 
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glicoproteina P, donando quindi resistenza alla colchicina (Chen et al., 1986, Ueda et al., 
1986; Ueda et al., 1987). 
MDR1 fu il primo membro della famiglia dei trasportatori, oggi chiamati ATP-binding 
cassette (ABC). Tale famiglia è definita cosi per la sequenza e l‟organizzazione del loro 
dominio di ATP-binding, che sfruttando l‟energia che si genera dall‟idrolisi dell‟ATP 
favorisce l‟estrusione delle sostanze contro gradiente di concentrazione. La tipica struttura di 
un trasportatore ATP-binding è mostrata in figura dodici. Nella figura 13a è mostrata la P-gp. 
Una proteina di 1280 aa, formata da due parti omologhe di approssimativamente ugual 
lunghezza. Ogni metà consiste di sei α-eliche transmembrana (TM), seguite da un dominio 
legante il nucleotide (NDB), dove l‟ATP legato è idrolizzato generando energia per il 
trasporto (Ueda, 2011); in Fig. 13b è rappresentata la MRP1 che presenta oltre ai 12 domini 
transmembranali 5 segmenti transmembranali aggiuntivi nella coda N-terminale, ed ha la 
stessa organizzazione della MRP2 (Scotto, 2003). 
 
 
Fig. 13: tipica struttura di un trasportare ATP-binding. Con il dominio di legame 
al nucleotide (NDB) e le α-eliche transmembrana. a)MDR1 b)MRP1 (Scotto, 2003). 
 
La famiglia dei trasportatori ABC è suddivisa sulla base della similarità della struttura genica, 
i “folds” del dominio di ATP binding (NDB) e il dominio trasmembrana (TM) e l‟omologia di 
sequenza nei due domini, in 7 sottofamiglie (da A a G) (Tabella 3). Ad oggi nell‟uomo si 
conoscono 48/49 geni codificanti membri di questa grande famiglia, con localizzazioni e 
funzioni svariate (Dean et al., 2001). 
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I trasportatori ABC sono altamente conservati all‟interno delle specie, e sono stati identificati 
e caratterizzati diversi geni ortologhi delle proteine umane nei mammiferi, con particolare 
attenzione ai roditori (Chan et al., 2004). 
 
Tabella 3: raffigurante tutti i membri delle 7 sottofamiglie dei trasportatori ABC (Dean et al., 2001). 
 
 
 
Tra questi, dieci trasportatori sono coinvolti nella resistenza ai chemioterapici usati nella 
terapia tumorale, e l‟over-espressione di due di questi trasportatori è correlata con il fenotipo 
“drug-resistance”(tabella 4). 
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Tabella 4: raffigurante i membri, delle diverse sottofamiglie, coinvolti nel fenotipo drug-resistance (Scotto, 
2003). 
 
 
L‟attenzione per questi trasportatori deriva quindi dalla loro caratteristica di donare resistenza 
alle cellule tumorali ai chemioterapici, definendo un fenotipo „multiple drug resistance‟ 
(Scotto, 2003).  
È importante notare che i suddetti trasportatori sono espressi, sebbene in maniera più limitata, 
anche nelle cellule normali, non tumorali, in maniera tessuto-dipendente, giocando un ruolo 
chiave nel processo metabolico normale cosi come nella protezione da tossine ambientali 
(Borst and Elferink, 2002).  
Oltre ai trasportatori ABC, importanti enzimi di fase III sono i trasportatori organici anionici e 
trasportatori organici cationici. 
Questi trasportatori sono espressi principalmente nelle membrane apicali delle cellule 
epiteliali, come gli enterociti della mucosa intestinale. La mucosa intestinale infatti è il primo 
sito di contatto delle sostanze esogene e giocano un ruolo rilevante nella biodisponibilità delle 
medesime. In questa sede i trasportatori svolgono due compiti diversi: da un lato riducono 
l‟entrata delle possibili sostanze tossiche, dall‟altro lato eliminano i prodotti di 
detossificazione, creati negli step precedenti (Fromm et al., 2000; Dietrich et al., 2003). 
Come detto sopra nel presente lavoro di tesi l‟attenzione è incentrata su tre trasportatori in 
particolare: MDR1 (P-pg), MRP1 e MRP2. 
MDR1(Multidrug resistance transporter 1), MRP1 (Multidrug resistance associated protein 1) 
e MRP2 (Multidrug resistance associated protein 2) sono presenti a livello epatico e a livello 
intestinale, dove riducono la biodisponibilità orale delle sostanze attraverso due principali 
meccanismi.  
La diretta inibizione dell‟up-take dell‟intestino e la rapida eliminazione epatica degli 
xenobiotici e dei loro metaboliti attraverso la bile (Dean et al., 2001; Dietrich et al., 2003).  
MDR1 o glicoproteina P (P-gp) o ABCB1 si ritrova a livello dei canicoli biliari degli 
epatociti, dell‟orletto a spazzola dei microvilli, sulla superficie apicale dei tubuli prossimali 
del rene e sulle cellule endoteliali dei capillari del cervello e dei testicoli (Geick et al., 2001). 
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Inoltre MDR1 si trova espresso anche a livello di diversi tessuti tumorali, come il tumore al 
seno, colon, midollo osseo, prostata e all‟endometrio (Chan et al., 2004). 
La sua localizzazione suggerisce la funzione che svolge come sistema di difesa contro 
sostanze potenzialmente tossiche presenti nella dieta e nell‟ambiente circostante. La proteina 
favorisce infatti sia la formazione di una barriera naturale, che l‟escrezione dei componenti 
nella bile, nelle urine, nel sangue e nel lume intestinale, prevenendo dunque il loro accumulo 
nei vari organi incluso il cervello e i testicoli (Chan et al., 2004; Dean et al., 2011). 
Esso è un trasportatore transmembranale glicosilato di 180 kDa che agisce come pompa di 
efflusso favorendo l‟escrezione delle sostanze all‟interno del lume intestinale, mediante un 
meccanismo ATP-dipendente. In questo modo riduce l‟assorbimento delle sostanze, alcune 
delle quali possono essere state in precedenza metabolizzate dalla sottofamiglia CYP3A (Lin 
et al., 1999; Geick et al., 2001; Mouly et al., 2003; Harmsen at al., 2009). 
La distribuzione di P-gp non è uniforme lungo la lunghezza dell‟intestino, né lungo i villi. 
Con l‟utilizzo di un anticorpo monoclonale MRK16 è stata studiata la distribuzione della 
proteina nel digiuno e nel colon umano. Entrambi i tessuti mostravano alti livelli di 
espressione di questo trasportatore sulla superficie apicale delle cellule colonnari epiteliali, 
ma non a livello delle cellule delle cripte. In un recente studio (Thörn et al., 2005) si è notato 
inoltre che il suo livello di mRNA cresce progressivamente passando dallo stomaco al colon, 
mostrando un basso livello di espressione nello stomaco, intermedio nel duodeno e massimo 
nella parte destra del colon. Lo stesso incremento graduale passando dalla porzione 
prossimale alla porzione distale dell‟intestino, è stato confermato da Mouly and Paine (2003) 
che hanno testato tramite Western blotting campioni di intestino di donatori umani. 
Il pattern dell‟espressione della MDR1 è opposto rispetto a quello del CYP3A4 (Wacher et 
al., 1995), che invece mostra una diminuzione graduale passando dalla porzione prossimale 
alla porzione distale dell‟intestino (Zhang et al., 1999).  
Come si può ben vedere dalla figura 14, i trasportatori ABC sono localizzati sulla membrana 
apicale degli enterociti, mentre il CYP3A4 e gli enzimi di fase II sono localizzati a livello del 
reticolo endoplasmatico proprio sotto l‟orletto a spazzola. 
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Fig. 14: Espressione intestinale di diversi geni lungo l’intestino dalla parte prossimale alla parte distale e 
lungo l’asse del villo (Chan et al., 2004). 
 
Il lavoro sinergico del CYP3A4 e di MDR1, ma anche degli enzimi di fase II come la GST 
protegge l‟organismo dall‟accumulo di sostanze tossiche xenobiotiche attraverso il 
metabolismo e l‟escrezione (Zhang et al., 2001; Chan et al., 2004). E‟ interessante notare che 
in letteratura esistono diversi articoli che mostrano una sorprendente coincidenza tra loro sia 
per i substrati: ciclosporina, FK506, paclitaxel (Wacher et al., 1995; Kusuhara et al., 1997), 
che per gli inibitori come ketoconazolo, eritromicina e itraconazolo (Siegsmund et al., 1994). 
Inoltre essi sembrano mostrare una similarità anche a livello degli induttori, infatti sia il 
CYP3A4 che MDR1 sono indotti da fenobarbital, rifampicina, clotrimazolo e altri induttori 
(Schuetz et al., 1996; Geick et al., 2001; Zhang et al., 2001; Collett et al., 2004). A livello 
della mucosa intestinale MDR1 e CYP3A4 interagiscono funzionalmente in tre modi: i) la 
sostanza è ripetutamente trasferita all‟interno e all‟esterno degli enterociti tramite MDR1, così 
da aumentare la probabilità che la sostanza sia metabolizzata, ii) MDR1 mantiene la 
concentrazione intracellulare del farmaco entro il range lineare della capacità metabolizzante 
di CYP3A, iii) la P-gp trasporta i metaboliti formati dalla mucosa intestinale al lume 
intestinale (Christians et al., 2005). 
MRP1 o ABCC1 fu per la prima volta identificata in una linea cellulare immortalizzata di 
cellule tumorali di polmone umano. È localizzata in diverse parti del corpo, ma è 
maggiormente espressa nell‟intestino, nel cervello, nel rene, nel polmone, nei testicoli e solo 
in minima parte nel fegato. Si ritrova soprattutto a livello della membrana basolaterale delle 
cellule epiteliali polarizzate della cripta dell‟intestino, della porzione distale del rene e nel 
51 
 
fegato, dove favorisce la traslocazione di composti coniugati con il glutatione (Chan et al., 
2004). 
MRP2 o ABCC2 fu per la prima volta caratterizzato funzionalmente, come „trasportatore 
canicolare anionico organico multispecifico‟ (cMOAT). E‟ una fosfoglicoproteina di 190 kDa 
localizzata sulla membrana apicale degli epatociti, dove è coinvolta nel trasporto di anioni 
organici, e numerosi composti coniugati e non coniugati all‟interno della bile o all‟esterno 
dell‟organismo (Kast et al., 2002; Dietrich et al., 2003). La proteina mostra una specificità di 
substrato simile alla proteina MDR1, oltre ad una specifica ed efficiente capacità di trasporto 
di composti coniugati con il glutatione (GSH), come la 2,4-dinitrofenil-S-glutatione (Chan et 
al., 2004). 
La sua espressione è stata rilevata anche a livello della membrana apicale dei tubuli 
prossimali del rene (Schaub et al, 1997), a livello delle cellule epiteliali dell‟intestino, digiuno 
e ileo (Fromm et al., 2000; Taipalensuu et al., 2001), della placenta (St-Pierre et al., 2000) e a 
livello della barriera emato-encefalica (Miller et al., 2000).  
L‟importanza di MRP2 a livello dell‟epitelio intestinale non è ancora del tutto chiarito. Dalla 
letteratura sappiamo che nell‟intestino di ratto, l‟espressione di MRP2 è maggiore nel 
duodeno e decresce gradualmente fino alla parte terminale dell‟ileo e il colon, dove 
l‟espressione è minima (Rost et al., 2002). L‟espressione di MRP2 in cellule epatiche di ratto 
e/o in cellule di epatocarcinoma è inducibile dal carcinogeno chimico, 2-
acetilamminofluorene, l‟agente antitumorale cisplatine, l‟inibitore della sintesi proteica 
cicloesimide (cicloheximide) e il fenobarbital. Inoltre studi condotti su scimmie Rhesus 
Monkeys hanno mostrato che l‟induzione di MRP2 nei suddetti animali è inducibile dal 
farmaco tamoxifen e l‟antibiotico rifampicina, agonista di PXR (Fromm et al., 2000). 
Dati in letteratura che presentano informazioni sull‟espressione di MRP2 nell‟intestino di 
uomo, sono piuttosto scarsi, nonostante la sua importanza come „rate-limiting barrier‟ 
all‟assorbimento orale dei farmaci somministrati.  
Il livello di espressione di MRP2 cosi come del trasportatore BCRP, è al pari se non superiore 
al livello di espressione di MDR1 nel digiuno, che è il trasportatore più studiato. Questo 
correla con il livello della proteina che si ritrova ampiamente espressa sulla membrana apicale 
delle cellule polarizzate, dove da un forte contributo a quella che si definisce come „barriera 
intestinale‟ contro l‟assorbimento dei farmaci (Taipalensuu et al., 2001). L‟espressione di 
MRP2 è inducibile da rifampicina, con un significativo aumento del trascritto e della proteina 
nell‟intestino (Fromm et al., 2000), cosi come in epatociti umani. 
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L‟importanza di questi trasportatori è dovuta al fatto che essi causano numerose interazioni tra 
farmaci, portando ad una diminuzione della concentrazione dei farmaci co-somministrati e 
talvolta una riduzione dell‟ effetto terapeutico (Strayhorn at al., 1997). 
 
6.1.1    Regolazione dell‟espressione genica dei trasportatori 
 
Come sappiamo dalla letteratura alcuni trasportatori sono ubiquitari, mentre altri presentano 
un‟espressione tessuto dipendente svolgendo funzioni specifiche a livello del sito anatomico 
in cui si trovano. 
La regolazione dell‟espressione genica dei trasportatori di fase III avviene attraverso una 
regolazione trascrizionale, comune a molti altri geni. Essa è determinata dalla complessità e 
dall‟accessibilità di una miriade di elementi di risposta presenti all‟interno del promotore dei 
geni target, e da fattori di trascrizione disponibili ad interagire con gli elementi di risposta. Tra 
i vari fattori di trascrizione, esercitano un ruolo primariamente i recettori nucleari che 
agiscono come eterodimeri. Essi sono formati da RXR (retinoid X receptor) la porzione fissa, 
e da una porzione variabile, per esempio: il recettore PXR (pregnane X receptor), RAR 
(retinoid acid receptor), CAR (constitute androstane receptor) FXR (farnesoid X receptor) 
(Scotto, 2003), SXR (steroid and xenobiotic receptor), LXR (liver X receptor) e PPAR 
(peroxisome proliferator-activated receptor) (Chan et al., 2004). Ligandi nonché attivatori di 
questi recettori sono acidi biliari, colesterolo e ormoni sterodei, ma anche farmaci come 
rifampicina (RIF), dexametasone (DEX) e fenobarbital (PB). 
I recettori nucleari sono espressi generalmente a buon livello negli organi importanti per il 
drug metabolism. PXR, FXR e LXR sono espressi nell‟intestino, nel fegato e nel rene, mentre 
CAR è espresso solo nel fegato. 
È stato dimostrato che il trattamento di epatociti umani, murini e di ratto con ligandi per PXR, 
CAR e FXR, conduce ad un aumento dell‟espressione genica di MRP2. La particolarità sta 
nel fatto che gli eterodimeri di PXR:RXR, CAR:RXR e FXR:RXR riconoscono con alta e 
paragonabile affinità lo stesso elemento di risposta (16pb) che è localizzato 440 pb „up-
stream‟ al sito di inizio della trascrizione (Kast et al., 2002).  
Sembra che MDR1 e CYP3A4 siano co-indotti con un meccanismo che coinvolge PXR. Nel 
caso di MDR1 si parla di un induzione bifasica, o meccanismo a due step. Il primo e 
immediato aumento è dovuto all‟attivazione di fattori pre-esistenti, per esempio PXR, ed è 
quindi indipendente dalla biosintesi de novo della proteina. Il secondo aumento sembra 
iniziare entro circa 24h dopo dalla somministrazione dell‟induttore e richiede la sintesi de 
novo di PXR. In particolare sono state identificate delle sequenze enhancer nella regione 
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upstream del gene MDR1, contenenti diversi elementi di risposta per i recettori nucleari. 
Tuttavia, attraverso esperimenti di mutagenesi mirata si è visto che, il motivo essenziale per 
favorire l‟induzione del gene MDR1 è il DR4(I) (Geick et al., 2001) e che il recettore PXR è 
indicato come il maggiore regolatore dell‟induzione di MDR1. Questo è stato ritrovato ben 
espresso nel fegato e nel‟intestino, ma anche in diversi tessuti tumorali, come il tumore alla 
mammella, al colon, alla prostata, al midollo osseo e alla endometrio. 
PXR è un recettore altamente promiscuo che è attivato da una grande varietà di ligandi non 
correlati strutturalmente, includenti la rifampicina (Nannelli et al., 2008; Istrate et al., 2010), 
l‟anti-tumorale paclitaxel e l‟iperforina (Harmsen et al., 2009).  
L‟osservazione che CYP3A4, MDR1e MRP2 sono regolati da PXR, fornisce un importante 
conferma del fatto che questi enzimi sono co-regolati dagli xenobiotici e mediano la 
detossificazione e l‟escrezione degli xenobiotici insieme. 
Interessante è la presenza, all‟interno del promotore del gene MDR1 umano, di un elemento 
di risposta localizzato circa 8 Kpb „upstream‟ dal sito d‟inizio della trascrizione, a cui si lega 
l‟eterodimero PXR:RXR. Synold et al., nel 2001 hanno mostrato come in presenza di 
paclitaxel (un comune anti-tumorale) PXR viene attivato aumentando la trascrizione del gene, 
e avendo come effetto finale una clearance del farmaco aumentata. A livello dell‟intestino 
l‟induzione di MRP2 e MDR1 avviene mediante PXR, coadiuvato da CAR (Maglich et al., 
2001; Dietrich et al., 2003). 
Questa fine regolazione della trascrizione genica dei vari enzimi e proteiene coinvolti nel 
„drug metabolism‟ crea una barriera multi-enzimatica con diverse linee di difesa, come è 
mostrato nella figura 15 sottostante. Essa ha come fine ultimo una netta clearance delle varie 
sostanze dal sangue, la detossificazione delle suddette sostanze all‟interno degli epatociti, la 
loro eliminazione nella bile, per terminare con l‟escrezione finale nell‟intestino e quindi con 
l‟espulsione dall‟organismo.  
 
Fig.15: in questa figura, sono rappresentate in maniera esemplificata le diverse fasi del metabolismo dei 
farmaci (Dietrich et al., 2003). 
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CAPITOLO 7 
LA RIFAXIMINA 
 
La rifaximina è un derivato semisintetico della rifampicina (appartenente alla famiglia dei 
macrolidi), approvato per la prima volta in Italia nel 1987 per il trattamento di diverse 
patologie gastrointestinali, ed approvato successivamente in America dalla Food and Drug 
Administration nel 2004 per il trattamento della diarrea del viaggiatore (TD o Traveler‟s 
diarrhea) (Lausten and Wimmett, 2005). 
La rifaximina è un antibiotico somministrato oralmente e minimamente assorbito che si 
ritrova in concentrazioni moderate a livello dell‟intestino, nel sito di infezione, e scarsamente 
o non riscontrabile nella circolazione sistemica (Koo et al., 2010). Il suo scarso assorbimento 
è dovuto alla presenza dell‟anello di pirimidazolo (Fig. 16), che conferisce alla rifaximina la 
tendenza ad aggregare formando complessi di grandi dimensioni che risultano di difficile 
assorbimento attraverso la diffusione passiva (Hong and Kim, 2011). Un'altra caratteristica 
del farmaco è l‟insolubilità in acqua che secondo studi recenti, potrebbe contribuire al suo 
scarso assorbimento. In questo modo la rifaximina agisce a livello del sito d‟infezione sia 
contro le infezioni enteriche che contro uno stato anormale della flora intestinale (Adachi et 
al., 2006). 
 
Fig. 16: Struttura chimica della Rifaximina. 
Negli ultimi anni la rifaximina ha trovato impiego in altre patologie come l‟encefalopatie 
epatica acuta e cronica (Loguercui et al., 2003), la colite ulcerosa e il morbo di Crohn, due 
sindromi infiammatorie croniche generalmente definite sindromi infiammatorie dell‟intestino 
(inflammatory bowel disease o IBD) (Gionchetti et al., 1999- 2006; Guslandi et al., 2004). 
In vitro è un potente inibitore di batteri patogeni responsabili della diarrea del viaggiatore 
come Shigella, Salmonella e Clostridium difficile. La TD è una sindrome clinica frequente nei 
viaggiatori di zone particolari del mondo, come il sud Asia, l‟America del Sud e Centrale, e 
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l‟Africa. È caratterizzata da un acuta diarrea, accompagnata di solito da nausea, crampi, 
vomito, febbre causati dal movimento dei fluidi e dei sali dai vasi alla mucosa intestinale, da 
dove poi fuoriescono. L‟utilizzo della rifaximina è di grande interesse perche è un farmaco 
ben tollerato dagli individui, non crea antibiotico-resistenze e non da interazioni tra farmaci. 
Inoltre agisce su un ampio spettro di batteri sia gram positivi che gram negativi, anaerobi e 
aerobi (Layer et al., 2010). 
Il meccanismo d‟azione della rifaximina, così come gli altri farmaci rifampicinici, prevede il 
legame della stessa rifaximina alla subunità beta della RNA polimerasi batterica DNA-
dipendente, inibendo l‟inizio della sintesi dell‟RNA (Adachi et al., 2006; Hong and Kim, 
2011). 
È interessante notare che alcuni articoli presenti in letteratura hanno mostrato una relazione 
tra la rifaximina e PXR, il recettore nucleare attivato da una vasta gamma di xenobiotici, 
ormoni endogeni, steroidi provenienti dalla dieta e farmaci quali rifampicina. PXR ha un 
ruolo chiave nell‟induzione di enzimi detossificanti (ad esempio diverse isoforme di P450), ed 
ha allo stesso tempo un‟importanza critica nel mantenimento dell‟integrità intestinale 
(Mencarelli et al., 2010). 
Diverse sono le motivazioni che conducono ad ipotizzare che la rifaximina agisca come 
ligando per il PXR umano intestinale: intanto l‟alto grado di similarità di struttura tra 
rifaximina e rifampicina, conosciuto come ligando specifico del PXR (Bertilsoon et al., 2008); 
ma anche l‟induzione di CYP3A4 in un modello di epatociti umani in seguito all‟incubazione 
di rifaximina (www.salix.com). 
Il lavoro di Ma et al. (2007) mette in evidenza come topi trasfettati con hPXR (il PXR 
umano), trattati oralmente con una dose di rifaximina, mostrano una up-regolazione dei geni 
regolati da PXR (CYP3A11, GSTA1, MRP2 e OATP2) a livello del duodeno. Diversamente 
gli stessi geni nel fegato, non mostrano variazioni a livello trascrizionale, dopo il trattamento 
con rifaximina. In particolare nel fegato la rifaximina up-regola solo il gene GSTA1 che a 
questo punto, potremmo supporre sia regolato indirettamente da PXR. Questa diversa capacità 
modulatoria della rifaximina nei due tessuti, potrebbe essere dovuta a meccanismi di 
regolazione tessuto-specifici (Ma et al., 2007). Per tal motivo gli autori indicano la rifaximina 
come un attivatore intestino specifico del recettore umano PXR. 
Oltre alla sua attività antibatterica, la rifaximina esercita anche una funzione antinfiammatoria 
e immunomodulatoria (Scarpignato et al., 2005) nei tessuti umani e in vivo. Questa capacità è 
stata ulteriormente confermata nel lavoro di Mencarelli et al., 2010. Inizialmente hanno 
confermato il ruolo modulatorio della rifaximina nei confronti di CYP3A4, CYP3A7, 
CYP2C9 e MDR1,target di PXR, coinvolti nella detossificazione degli xenobiotici, in cellule 
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epiteliali di colon umano (Mencarelli et al., 2010). Successivamente hanno dimostrato che la 
rifaximina era in grado di antagonizzare l‟effetto inibitorio di TNFα (Tumor Necros Factor α), 
nei confronti dell‟espressione di PXR e dei suoi geni target, in cellule epiteliali del duodeno di 
individui affetti dal morbo di Crohn. Infatti il pretrattamento delle cellule con rifaximina 
(successivamente trattate con TNFα) antagonizzava l‟effetto inibitorio di TNFα sui geni 
targeti di PXR, tale da risultare up-regolati. La modulazione dei geni da parte di PXR avviene 
attraverso il legame del dimero RXR-PXR a specifici motivi di legame che comprendono, sia 
ripetizioni dirette (DR) che ripetizioni invertite (ER) presenti nei promotori dei geni target. In 
aggiunta, esperimenti condotti su cellule epiteliali di colon umano Knock Out (K.O.) per 
PXR, dimostrano che l‟effetto regolatorio della rifaximina è perso (Mencarelli et al., 2010) 
evidenziando la necessità di PXR per l‟attività della rifaximina. 
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CAPITOLO 8 
SCOPO DELLA TESI 
 
L‟intestino, cosi come il fegato, è un importante sito per il metabolismo delle sostanze 
esogene ingerite, siano esse farmaci o inquinanti ambientali, e delle sostanze endogene. Per lo 
studio di farmaci e il loro possibile sviluppo è dunque interessante studiarne il metabolismo in 
opportuni organismi modello.  
Il suino, negli ultimi anni, si è sempre più affermato come possibile modello animale per gli 
studi di farmacologia e tossicologia a causa della sua somiglianza anatomica e fisiologica con 
l'uomo, oltre che per le potenziali importanti applicazioni cliniche, quali gli xenotrapianti e 
l'uso del fegato per il metabolismo extracorporeo di pazienti in attesa di trapianto epatico. 
Risulta quindi evidente l'importanza della conoscenza delle capacità metaboliche e della 
regolazione degli enzimi metabolizzanti nel suino. Tuttavia, come già accennato nei capitoli 
precedenti, i dati presenti in letteratura sull'argomento sono molto scarsi.  
 
Il presente lavoro di tesi ha avuto come obiettivo principale: 
-la valutazione degli effetti modulatori su varie isoforme della sottofamiglia 2B (CYP2B22), 
della sottofamiglia 2C (CYP2C33, CYP2C42 e CYP2C49) e della sottofamiglia 3A 
(CYP3A29, CYP3A22, CYP3A39 e CYP3A46) e di tre trasportatori (MDR1, MRP1 e 
MRP2) nel fegato e nel duodeno di suini trattati in vivo con rifaximina (Rifax). 
 
 
